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nach  aus  anderen  Texten  entnommenen  Stellen  sind  von  mir  durch  Angabe  der  Quelle 
gekennzeichnet. Weiterhin habe ich beim Anfertigen dieser Arbeit die Regeln zur Sicherung 
der guten wissenschaftlichen Praxis des KIT beachtet und alle Primärdaten gemäß Abs. A (6) 
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Bergbaugebiete  haben  oftmals  mit  dem  zu  schweren  Umweltbelastungen  führenden 
Phänomen  der  sauren  Grubenwässer  (acid  mine  drainage,  AMD)  zu  kämpfen.  AMD  wird 
hauptsächlich durch Mikroorganismen verursacht, indem diese den Prozess durch Oxidation 
von  Eisen‐  und  Schwefelverbindungen  um  das  bis  zu  1×106‐fache  beschleunigen.  Dies 
ermöglicht ihnen, sich ihre eigene ökologische Nische zu formen.  
Bisher  wurde  hauptsächlich  die  Rolle  der  Bacteria,  welche  die  Primärproduzenten  dieser 
Konsortien darstellen, innerhalb solcher mikrobiologischen Gemeinschaften untersucht.  
Aber  auch  Archaea  scheinen  in  diesen  Konsortien  eine  große  Rolle  zu  spielen  und 
dominieren  oftmals  die mikrooxischen  und  anoxischen  Abschnitte  der  Biofilme.  Bis  heute 
wurden  vermehrt  unkultivierte  Vertreter  der  Archaea  entdeckt,  wobei  auch  ihre  genaue 
Rolle innerhalb der Konsortien noch nicht vollständig geklärt ist. 
In  dieser  Arbeit  wurde  eine  Ko‐Kultur  acidophiler  Archaea  aus  dem  ehemaligen 
Pyritbergwerk „Drei Kronen und Ehrt“ erfolgreich angereichert, charakterisiert und einzelne 
Organismen  isoliert.  Analysen  einer  454‐Sequenzierung  bestätigten  zunächst  die 
erfolgreiche  Elimination  der  im  Ursprungsbiofilm  vorkommenden  Bacteria  und  die 
Anreicherung  einer  Ko‐Kultur  bestehend  aus  acidophilen  Archaea  und  einem  Pilz. 
Metagenomanalysen  der  Ko‐Kulturen  verifizierten  das  Vorkommen  zweier  Mitglieder  der 
Thermoplasmatales,  wobei  einer  einen  neuen  Stamm  von  Cuniculiplasma  divulgatum 
darstellt  und  der  andere  der  erste  Vertreter  einer  neuen  Gattung  innerhalb  der 
Thermoplasmatales  ist.  Des  Weiteren  bestanden  die  Ko‐Kulturen  aus  einem  ARMAN‐
verwandten Organismus und dem acidophilen Pilz Acidothrix acidophila. ARMAN (Archaeal 
Richmond Mine Acidpophilic Nanoorganisms) sind ultrakleine, bisher unkultivierte Archaea. 
Bis  auf N. equitans  und N. acidilobi, welche beide als parasitisch  lebend beschrieben  sind, 
sind  bis  dato  noch  keine  ultrakleinen  Archaea  kultiviert.  Aus  den  Metagenomdaten  ging 
hervor,  dass  der  ARMAN‐verwandte  Organismus  weitgehend  unfähig  ist  Zucker  zu 
metabolisieren,  da  keine  Schlüsselenzyme  für  den  Zuckeranabolismus  oder  ‐katabolismus 
gefunden  werden  konnten.  Mikroskopische  Analysen  zeigten,  dass  ARMAN‐verwandte 
Organismen  grundsätzlich  in  Zellaggregaten der Thermoplasmatales  zu  finden waren. Dies 
könnte  die Versorgung  der ARMAN‐verwandten Organsimen mit  Zuckern  über  den Abbau 
der  extrapolymeren  Matrix  anderer  Mitglieder  der  Ko‐Kulturen  gewährleisten.                  
Zusammenfassung 
III	
Auch  Beobachtungen  aus  Wachstumsversuchen  legten  nahe,  dass  die  ARMAN  nicht 
parasitisch, sondern eher kommensalistisch  leben. Des Weiteren  ist es gelungen Acidothrix 
acidophila  und  die  neue  Gattung  der  Thermoplasmatales  zu  isolieren  und  Cuniculiplasma 
divulgatum  aus  den  Anreicherungskulturen  zu  eliminieren.  Erste  Wachstumsversuche 
deuten  darüber  hinaus  an,  dass  der  Pilz  einen  temperatursensitiven Wachstumsfaktor  für 
den  Thermoplasmatales‐zugehörigen  Organismus  bereitstellt.  Versuche  mit  einer  neuen 

































































































A_DKE       ARMAN‐verwandter Organismus aus DK&E 
AMD        Acid Mine Drainage 
ARMAN      Archaeal Richmond Mine Acidophilic Nanoorganisms 
B_DKE  Vertreter  einer  neuen  Ordnung  der  Thermoplasmatales  aus 
DK&E 
BLAST        Basic Local Alignment Search Tool 
bp        Basenpaare 
CARD‐FISH      catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization 
C_DKE       Cuniculiplasma sp. aus DK&E 
DAPI        4´,6‐Diamidin‐2‐Phenylindol 
DK&E        Bergwerk „Drei Kronen und Ehrt“ 
ED        Entner‐Doudoroff‐Weg 
ddH2O       doppelt destilliertes Wasser 
dH2O        destilliertes Wasser 
FA        Formaldehyd 
Ferrozine  Dinatrium‐4,4'‐(3‐(pyridin‐2‐yl)‐1,2,4‐triazin‐5,6‐
diyl)bis(benzolsulfonat) 
KEGG        Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes 
NCBI        National Center for Biotechnological Information 
ORF        open reading frame 
OTU        operational taxonomic unit 
RPKM        reads per kilobase per million mapped reads 
sp.        Spezies 










Durch die Offenlegung  sulfidischer Erze während der Abbauarbeiten gelangt  Sauerstoff  an 
die  sonst  abgeschlossenen  Gesteinsschichten,  welche  infolgedessen  oxidieren  und        
Sulfat‐Salze  bilden.  Das  Eindringen  von  Grund‐  und  Regenwasser  löst  diese  Salze  und  das 
Wasser  wird  angesäuert.  Saure  Grubenwässer,  auch  AMD  (engl.  Acid  Mine  Drainage) 
genannt, entstehen (McGinness, 1999).  
Pyrit  ist  das  häufigste  sulfidische  Mineral  der  Erde.  Unter  sauren  Bedingungen  ist  die 
Oxidation von Pyrit zwar ebenfalls sauerstoffabhängig, die eigentliche Oxidation aber findet 





Summe:  FeS2 + 3,75 O2 + 0,5 H2O    Fe3+ + 2 SO42‐  + H+                       (4) 
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt  in dieser Gleichung  ist die Oxidation von Fe2+  zu 
Fe3+  (2)  (Singer  und  Stumm,  1970),  welcher  unter  sauren  Umständen  abiotisch  extrem 
langsam  vonstattengeht.  Mikroorganismen  können  Fe2+  jedoch  als  Elektronendonor 
verwenden,  welcher  aufgrund  dessen  zu  Fe3+  oxidiert  wird  und  somit  wiederum  für  die 










Da  die  Ansäuerung  der  Minenwässer  ein  großes  ökologisches  Problem  darstellt,  ist  es 
wichtig  die  zu Grunde  liegenden  Prozesse  zu  verstehen.  So  säuern  die Minenwässer  nicht 
nur  umliegende  Seen  und  Flüsse  an.  Durch  die  Absenkung  des  pH‐Wertes  gehen  unter 
neutralen Umweltbedingungen unlösliche Schwermetalle in Lösung (Chuan et al., 1996) und 
vergiften die Böden um die Minen weiträumig.  
Eine  dieser Minen  ist  die  ehemalige  Pyritmine Drei  Kronen  und  Ehrt  in  Elbingerode,  Harz. 
Nach knapp 1000 Jahren des Bergbaus wurde die Mine nach der Wende 1990 stillgelegt und 
zum  Besucherbergwerk  umgebaut.  Zur  Vermeidung  von  AMD wurde  die Mine  zu  großen 
Teilen  mit  Spülversatz  aus  Industrieasche  und  Kalksteinsiebrückständen  befüllt        
(Scheffler,  2002).  Trotz  dieser  Maßnahmen  waren  in  der  Mine  saure  Grubenwässer  mit 
einem  pH‐Wert  von  bis  zu  2,5  zu  finden.  An  Decken  und  Wänden  der  Stollen  wuchsen 
Biofilme, welche mit schwefelsaurem Wasser durchflossen wurden.  
Speziell  die  von der Decke hängenden  Stalaktit‐ähnlichen,  gelartigen Biofilme wurden  von 
Sibylle Ziegler im Rahmen ihrer Doktorarbeit charakterisiert (Abb. 1‐1).  
Die Biofilme haben einen pH‐Wert von 2,2‐2,6, während  in der wässrigen Matrix 200 mM 
Sulfat  und  60  mM  Eisen  zu  finden  waren  (Ziegler  et  al.,  2009).  Während  Jarosit  das  am 
häufigsten vertretene Mineral war, wurden Arabinose, Rhamnose, Galactose und Mannose 
als  hauptsächliche  Zuckerkomponenten  der  extrapolymeren  Matrix  beschrieben.  






nur  in  den  Randbereichen  stattfand.  XANES‐Messungen  (X‐ray  absorption  near  edge 
spectroscopy)  ergaben  Jarosit  (KFe33+(SO4)(OH)6)  und  Fe(II)SO4  als  dominante  Eisenspezies 
im Biofilm. Schwefelhaltige Spezies waren vor allem Thiol, ein Sulfoxid, Sulfonsäuregruppen 
und  in  den  Randbereichen  Sulfat,  welches  meist  mit  oxidierten  Eisenverbindungen 
kolokalisiert  war.  Hingegen  war  die  Sulfonsäure  ausschließlich  im  Inneren  der  Biofilme 
nachzuweisen (Ziegler et al., 2013). 
Messungen der Sauerstoffkonzentrationen quer durch die Biofilme machten deutlich, dass 
diese  im  Inneren  anoxisch  waren.  So  nimmt  die  Sauerstoffkonzentration  von  außen  nach 
innen rapide ab, wodurch schon nach 700 µm die anoxische Zone beginnt (Abb. 1‐2). Da sich 
die  Biofilme  nach  unten  hin  verjüngen,  sind  die  Spitzen  durchgehend  oxisch.  Die  rasche 
Abnahme  der  Sauerstoffkonzentration  deutet  auf  eine  hohe  Oxidationsrate  innerhalb  der 
Biofilme hin.  
Abb. 1‐2: Sauerstoffprofil eines Biofilms und CARD‐FISH Bild eines Querschnitts.  (A & B) Das Sauerstoffprofil, 
welches  am  nächsten  zur  Firste  gemessen  wurde  (B1),  zeigt  die  schnellste  Abnahme  des  Sauerstoffgehalts. 
Nach  700  µm  konnte  kein  Sauerstoff  mehr  nachgewiesen  werden.  (B2)  Hier  konnte  nach  1300  µm  kein 
Sauerstoff  mehr  nachgewiesen.  (B3)  Keine  anoxische  Zone  erkennbar.  (C)  CARD‐FISH  Bild  eines 
Biofilmquerschnitts.  Bacteria  in  rot  (EUB388,  Alexa546)  und  Archaea  in  grün  (ARCH915,  Alexa488).              
(Nach Ziegler et al., 2013). 
 
Eine  Analyse  des  mikrobiellen  Konsortiums  über  eine  454  Pyrosequenzierung  zeigte 
Leptospirillum  als  dominante  Gattung  innerhalb  des  Biofilms  (Ziegler  et  al.,  2013).  Diese 
acidophilen  Bakterien  sind  als  strikt  aerob  wachsend  beschrieben  und  können  Fe2+  mit 
Sauerstoff  als  Elektronenakzeptor  zu  Fe3+  oxidieren.  Damit  übereinstimmend  wurden 
Einleitung 
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Leptospirillum‐Arten  ausschließlich  in  den  aeroben  Randbereichen  der  Biofilme  gefunden. 
Auch  die  zweithäufigsten  Vertreter  Acidithiobacillus  sp.  sind  eisenoxidierende  Bakterien, 
welche aber über den gesamten Biofilm verteilt detektiert werden konnten. Sie leben strikt 
autotroph  und  sind  in  der  Lage  unter  anaeroben  Bedingungen  Schwefel  mit  Fe(III)  als 
Elektronenakzeptor  zu  oxidieren.  Aber  auch  Archaea,  zugehörig  zur  Ordnung  der 
Thermoplasmatales  und  nicht  näher  klassifizierbare  Euryarchaeota  konnten  im  Biofilm 
gefunden werden. CARD‐FISH Analysen der Biofilme zeigten, dass nur im inneren anoxischen 
Kern der Biofilme Archaea zu finden waren (Abb. 1‐2). Eine phylogenetische Einordnung der 





Abb.  1‐3:  16S  rRNA  basierter  phylogenetischer  Stammbaum  von  gefundenen  Archaea  und  verwandten 




Bis  auf  Archaea‐Clone_HM_19,  welcher  Ferroplasma  sp.  als  nächstverwandte  Art  hat, 
wurden  zu  den  anderen  drei  Klonen  nur  unkultivierte  Vertreter  gefunden.  Außerdem 





größten  Einfluss  auf  AMD  haben.  Sie  stellen  die  Primärproduzenten  dieser  Konsortien, 
welche  chemolithoautotroph  meist  Eisen‐  und  Schwefelverbindungen  mithilfe  von 






Archaea  beinhalteten.  Des  Weiteren  ist  bekannt,  dass  einige  Thermoplasmatales  unter 
anaeroben  Bedingungen  chemoorganotroph  leben,  wobei  sie  in  der  Lage  sind,  Fe3+  als 
Elektronenakzeptor  zu  nutzen  und  dabei  zu  reduzieren  (siehe  Kapitel  1.2).  Daher  wurde 
postuliert, dass die acidophilen Archaea eine große Rolle beim Abbau der Biofilme und  im 
anaeroben  Nährstoffkreislauf  spielen.  Auch  Ziegler  et  al.  (2013)  postulieren  einen 
heterotrophen Metabolismus der Archaea, welche organische  Substanzen der Bacteria  für 
ihren Energie‐ und Kohlenstoffmetabolismus nutzen könnten. 
Trotz  der  Existenz  einiger  Studien,  welche  die  Zusammensetzung  der  mikrobiologischen 
Konsortien untersuchten, wird aus diesen doch klar, dass noch viel Forschungsarbeit getätigt 
werden muss, um alle Zusammenhänge innerhalb dieser Biozönosen zu verstehen. Allein die 






Die  in  den  Biofilmen  der  Pyritmine  Drei  Kronen  und  Ehrt  detektierten  Archaea  gehörten 
hauptsächlich zur Ordnung der Thermoplasmatales. Phylogenetisch zählen sie zur Abteilung 
der  Euryarchaota  (Woese  et  al.,  1990).  Bisher  sind  vier  Familien  (Thermoplasmaceae, 
Ferroplasmaceae,  Picrophilaceae,  und  Cuniculiplasmaceae)  und  die  Gattung 





Zur  Familie  der  Thermoplasmaceae  gehört  die  Gattung  Thermoplasma,  welche  bisher  aus 
zwei  Arten,  T.  acidophilum  und  T.  volcanium,  besteht.  T  acidophilum  wurde  aus  einer 
selbsterhitzenden  Kohlehalde  isoliert  (Darland  et  al.,  1970),  wobei  auch  spätere  Funde  in 





oder  Bakterienextrakt  ersetzt  werden  kann.  Anaerob  wachsen  Thermoplasma  spp.  mit 
elementarem  Schwefel,  den  sie  zu  H2S  reduzieren  (Segerer  et  al.,  1988).  Die  Analyse  des 
Genoms von T. acidophilum zeigte ein 1,56 Mbp großes Genom (Ruepp et al., 2000). Darin 
wurden  proteincodierende  Gene  für  einen  vollständigen  Citratzyklus  gefunden.  Ein 
Zuckerabbau  über  die  Glykolyse  scheint  aber  wegen  des  Fehlens  der  Enzyme 








Ferroplasma  wiederum  beinhaltet  bisher  drei  isolierte  Arten  (F.  acidiphilum, 
F. thermophilum  und  F.  acidarmanus),  mit  einigen  isolierten  Stämmen.  Sie  wurden  aus 
einem  Bioreaktor  einer  Pilotanalge  zur  Laugung  von  goldhaltigen  Pyriterzen  (Russland) 
(Golyshina  et  al.,  2000),  einem  Kupferkies  verarbeitenden  Bioreaktor  (China)  (Zhou  et  al., 
2008) und einem Streamer auf der Oberfläche von Sulfiderzkörpern  (USA)  (Edwards et al., 
2000)  isoliert.  Stämme und 16S  rRNA Gensequenzen  von Ferroplasma  spp. wurden bisher 
weltweit  unter  sauren  Umweltbedingungen  in  Erzlagerstätten,  von  AMD  betroffenen 
Gebieten  und  Gebieten  mit  geothermaler  Aktivität  gefunden  (Golyshina,  2011).  Die            
pH‐Optima der unterschiedlichen Arten liegen zwischen 1,0 und 1,7, wobei F. acidarmanus 
mit  einem  tolerierten  pH‐Wert  von  0  am  säuretolerantesten  ist.  Die  optimale 
Wachstumstemperatur  liegt  zwischen  35  °C  und  45  °C,  was  allen  Arten  eine  moderate 
Thermophilie  zuspricht.  F.  thermophilum  kann  mit  60  °C  die  höchsten  Temperaturen 
tolerieren.  Mit  einem  Durchmesser  von  0,3  µm–3  µm  sind  sie  etwas  kleiner  als 
Thermoplasma spp.. Alle bisher beschriebenen Ferroplasma sp. wachsen chemoorganotroph 
bzw.  chemomixotroph  und  koppeln  die  Oxidation  von  Fe(II)  an  die  Reduktion  von 
Hefeextrakt.  Als  fakultativ  anaerobe  Organismen  können  sie  zusätzlich  unter  anoxischen 
Bedingungen  Fe(III)  reduzieren.  Für  F.  acidarmanus  sind  neben  Hefeextrakt  noch 
Casaminosäuren und unterschiedliche Zucker als adäquate Kohlenstoffquellen beschrieben 
(Dopson  et  al.,  2004).  Ursprünglich  wurde  F.  acidiphilum  als  strikt  aerober,  autotropher 
Organismus  beschrieben  (Golyshina  et  al.,  2000).  Spätere  Arbeiten  zweifeln  autotrophes 
Wachstum jedoch an und stufen F. acidiphilum als chemoorganothroph ein (Dopson et al., 
2004; Dopson et al., 2005). Auch eine genomische Evidenz für die CO2‐Fixierung fehlt bisher. 
So  konnten  lediglich  einige  Enzyme  für  eine  Kohlenstofffixierung  über  den  reduktiven 
Coenzym A Weg in F. acidarmanus und Ferroplasma spp. gefunden werden, ein vollständiger 
Zyklus  ließ  sich  aber  nicht  rekonstruieren  (Tyson  et  al.,  2004).  Zugleich  verweist  dieselbe 
Studie auf eine hohe Anzahl codierter Zucker‐ und Aminosäuretransporter, was eher einen 
heterotrophen Metabolismus indiziert. 
Zur  Gattung  Acidiplasma  gehören  bisher  zwei  Arten,  A.  aeolicum  und  A.  cupricumulans. 
Letzterer wurde ursprünglich als Ferroplasma cupricumulans  isoliert  (Hawkes et al.,  2006), 
später  aber  von  Golyshina  et  al.  (2009)  in  die  Gattung  der  Acidiplasma  eingestuft. 
Einleitung 
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A. aeolicum  hat  ein  Temperaturoptimum  zwischen  42  °C  und  45  °C  und  sein  optimaler       
pH‐Wert liegt bei 1,4‐1,6. Diese Art wurde aus einem hydrothermalen Becken auf der Insel 
Vulcano  (Italien)  isoliert.  Die  Organsimen  sind  fakultativ  anaerob  und  wachsen  unter 
oxischen Bedingungen chemomixotroph mit Hefeextrakt und oxidieren Fe2+ und reduzierte 
Schwefelverbindungen  oder  chemoorganotroph  mit  Hefeextrakt  und  wahlweise  Glucose. 
Unter  anoxischen  Bedingungen  können  sie  Fe(III)SO4  als  Elektronenakzeptor  nutzen. 
A. cupricumulans  hat  mit  55  °C  ein  vergleichsweise  leicht  höheres  Temperaturoptimum, 
wobei der optimale pH‐Wert mit 1,0  ‐1,2 etwas niedriger  liegt. Die  Isolierung erfolgte aus 





Die  Familie  der  Picrophilaceae  besteht  derzeit  aus  zwei  Arten,  Picrophilus  oshimae  und 
Picrophilus  torridus,  welche  beide  aus  Solfataren‐geprägten  Regionen  im  Norden  Japans 
isoliert  wurden  (Schleper  et  al.,  1995).  Die  Zellen  haben  einen  Durchmesser  von                      
1  µm–1,5 µm  und  im  Gegensatz  zu  allen  bisher  bekannten  Thermoplasmatales  besitzen 
Picrophilaceae  einen  S‐layer  auf  der  Cytoplasma‐Membran.  Der  intrazelluläre  pH‐Wert  ist 
mit  4,6  relativ  niedrig  und  auch  die  Membran  zeigt  mit  ihrer  sehr  niedrigen 
Protonenpermeabilität  eine  Anpassung  an  den  extrem  niedrigen  pH‐Wert  ihres 
Lebensraumes (Van de Vossenberg et al., 1998). Mit einem optimalen pH‐Wert von 0,7 und 




und  Lactose  abzubauen,  obgleich  ein  Zusatz  von  Hefeextrakt  zwingend  notwendig  ist 
(Schleper et al., 1995). Darüber hinaus wurden Enzyme zum Abbau von Mannose, Maltose 
und  Stärke  gefunden  (Angelov  et  al.,  2006;  Schepers  et  al.,  2006).  Mit  1,55  Mbp  hat 
P. torridus  das  kleinste  Genom  aerober,  heterotropher Mikroorganismen  und  die  höchste 
Gendichte  aller  thermoacidophilen Mikroorganismen  (Fütterer  et  al.,  2004).  Eine  Analyse 










der  Familie  der  Cuniculiplasmaceae  dar.  Die  Stämme  wurden  aus  sauren  Streamern  auf 
kupfererzhaltigen  sulfidischen  Lagerstätten  in  Nord  Wales  und  Süd‐West  Spanien  isoliert 
(Golyshina et al., 2016a). Die Zellen sind mit 0,1 µm–2 µm Durchmesser relativ klein und wie 
alle  Thermoplasmatales  pleomorph.  Optimale Wachstumsbedingungen  wurden  bei  einem 
pH‐Wert von 1,0‐1,2 und einer Temperatur von 37  °C bis 40  °C  festgestellt. Aber auch bei 
sehr niedrigen Temperaturen bis zu 10 °C konnte noch Wachstum festgestellt werden, was 
die  Cuniculiplasmaceae  als  psychrotolerant  von  den  anderen  Thermoplasmatales 
unterscheidet. Beide Stämme wachsen fakultativ anaerob und obligat heterotroph auf Hefe‐ 
oder Fleischextrakt und mit Eisencitrat, Schwefel oder Kaliumnitrat als Elektronenakzeptoren 
unter  anaeroben  Bedingungen.  Sie  haben mit  bis  zu  1,94 Mbp  das  bisher  größte  Genom 
innerhalb  der  Thermoplasmatales  (Golyshina  et  al.,  2016b).  Der  Citratzyklus  konnte  nicht 
vollständig  aus  den  genomischen  Daten  rekonstruiert  werden,  wobei  die 
2‐Oxoglutarat‐Dehydrogenase  und  die  Fumarat‐Reduktase  fehlten.  Wie  auch  schon  bei 
anderen Thermoplasmatales konnten nicht alle Enzyme für die Glykolyse, dafür aber für die 
Gluconeogenese  gefunden  werden.  Der  Zuckerabbau  scheint  auch  in  Cuniculiplasma  spp. 




Die  Gattung  Thermogymnomonas  ist  bisher  als  incertae  sedis  innerhalb  der 
Thermoplasmatales eingestuft und umfasst zur Zeit mit Thermogymnomonas acidicola eine 
Art, welche aus einem solfatarischen Gebiet  in  Japan  isoliert wurde  (Itoh et al., 2007). Die 
Zellen  sind  0,8  µm–8  µm  groß  und  zeigen  leichte  Autofluoreszenz  bei  420  nm. 
Einleitung 
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Thermoplasmatales.  Ein  Beispiel  sind  die  sogenannten  „Alphabet  Plasmas“  (Baker  und 
Banfield,  2003).  Sequenzen  der  „Alphabet  Plasmas“  wurden  bisher  in  unterschiedlichen 
Regionen  gefunden,  so  zum Beispiel  in  den  Iron Mountains  (USA)  (Justice et  al.,  2012),  in 





IPlasma weisen  auf  potentiell  ausgebildete  S‐Layer  aller  untersuchten  „Alphabet  Plasmas“ 
hin  (Yelton  et  al.,  2013).  Außerdem  deuten  die  Ergebnisse  auf  eine  fakultativ  anaerobe 
Lebensweise  hin,  wobei  codierende  Bereiche  für  den  Abbau  von  Zuckern  über  den         
nicht‐phosphorylierten  Entner‐Doudoroff  Weg  gefunden  wurden,  ebenso  wie  für  die 
Glykolyse, den Citratzyklus und eine aerobe Elektronentransportkette. Des Weiteren wurden 
Hinweise  auf  den Abbau  von einfachen Kohlenstoffverbindungen wie Methanol  gefunden. 
Während A‐, B‐, C‐, D‐, E‐ und GPlasma  innerhalb der Thermoplasmatales clustern, scheint 











Eine  andere  bisher  weitgehend  unkultivierte  und  unerforschte  Gruppe  ist  die  der 
sogenannten  „Methanoplasmatales“  (Paul  et  al.,  2012),  zu  denen  auch  der  aus 
menschlichem Stuhl  isolierte Methanomassilliicoccus  luminyensis  gezählt wird  (Dridi et al., 
2012).  Sein  nächster  isolierter  Verwandter  ist  „Candidatus  Acidoliprofundum  boonei“ 
(Reysenbach  et  al.,  2006).  Mit  nur  83  %  Übereinstimmung  der  16S  rDNA  Sequenzen  ist 
dieser phylogenetisch recht weit entfernt von den Thermoplasmatales, gehört aber zu den 
„rumen  cluster  C“  (RCC,  früher  auch  rice  cluster  C  Thermoplasmata),  einer  Gruppe 
unkultivierter methylothropher methanogener Organismen, welche zu den Thermoplasmata 
gezählt werden  (Poulsen et al.,  2013). Aber auch die phänotypische Charakterisierung von 
M.  luminyensis  lässt  auf  weiter  entfernte  Verwandtschaft  schließen.  So  ist  er  als  obligat 









4,5  überlebt,  liegt  sein  Optimum  bei  einem  pH‐Wert  von  5,1  und  ist  damit  eher  als 
säuretolerant  bzw.  moderat  acidophil  einzustufen  (Bräuer  et  al.,  2011).  Obwohl  bisher 
ausschließlich mesophile Methanogene bekannt  sind, wurde  in Anreicherungskulturen  aus 
dem  Rio  Tinto  (Spanien),  welcher  einen  mittleren  pH‐Wert  von  2,2  aufweist, 
Methanproduktion  detektiert  und  infolge  dessen  methanogene  Organismen  identifiziert 
(Sanz et  al.,  2011).  Die Methanproduktion war  stets  an  eine Verschiebung des  pH‐Wertes 





Welche  Größe  muss  eine  Zelle  mindestens  haben,  um  autonom  leben  zu  können?  Diese 
Frage wurde in der Vergangenheit intensiv und kontrovers in Mikrobiologiekreisen aber auch 
in  der  Medizin  diskutiert.  Die  Lenkungskreis  des  Workshops  on  Size  Limits  of  very  small 
Microorganisms  definierte  1999  die  theoretische  Untergrenze  für  eine  autonom 
lebensfähige Zelle, welche alle notwendigen Zellbestandteile enthält, auf 0,008‐0,014 µm³. 
Schon  1972  gab  es  erste  Berichte  über  „Zwergen‐Zellen“,  mit  weniger  als  0,3  µm  im 
Durchmesser, aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Bodenproben, welche bis zu 
72 %  aller  gesichteten  Zellen  ausmachen  sollten  (Bae et  al., 1972). Weitere Berichte über 
„Nannobacteria“  in  Erdproben  (Folk,  1993)  oder  „Ultramicrobacteria“  in  Meerwasser 
(Torrella and Morita, 1981), zusammen mit aufkommenden Berichten über die vermeintliche 
medizinische Relevanz dieser Organismen  (Folk,  1993), waren  der Ausgangspunkt  für  eine 
neue Forschungsrichtung. Kritische Studien stellten  jedoch die Existenz von Nanobakterien 
und  deren  medizinische  Rolle  in  Frage  und  definierten  „Nanobacteria“  als  sich  selbst 
ausbreitenden mikrokristallinen Apatit  (Torrella  and Morita,  1981),  präzipitierendes CaCO3 
(Martel  and  Young,  2008)  oder  allgemein  Komplexe  aus  Mineralen  und  Fetuinen 
(Raoult et al.,  2008).  Andere  Studien  zeigen,  dass  kristalline  Aggregate  zellähnliche 
Strukturen annehmen können und daher nicht allein anhand morphologischer Merkmale auf 









16S  rRNA Gene  sogenannte  „ultra‐small  organisms“ gefunden, welche  zwar weitverbreitet 
zu  sein  scheinen,  jedoch  keinen  kultivierten  Verwandten  besitzen  (Miyoshi  et  al.,  2005; 
Luef et al., 2015; Brailsford et al., 2017). Luef et al. (2015) stellten sogar die Hypothese auf, 
dass  ein  generelles  Charakteristikum  solch  unkultivierter  Stämme  ihre  geringe  Größe  sei. 
Bisher  isolierte  Ultramikrobakteria  gehören  zu  unterschiedlichen  Stämmen  wie  den 
Actinobacteria  (Hahn  et  al.,  2003),  den  Bacteroidetes  (Suzina  et  al.,  2011)  oder  den 
Alphaproteobakterien  (Duda et  al.,  2007;  Rappé et  al.,  2002).  Sie  haben  Zellvolumina  von 
<0,1  µm³  bis  <0,004  µm³  und  ihr  Energiemetabolismus  ist  als  chemoorganotroph, 
heterotroph  oder  fakultativ  parasitisch  beschrieben.  Jedoch  fehlen  in  vielen  Fällen  bisher 
genauere Informationen über beispielsweise Wachstumsbedingungen, die ökologische Rolle 
der isolierten Organismen oder genomische und tranksriptomische Daten.  
Innerhalb  der  Archaea  sind  bisher  deutlich  weniger  ultrakleine  Arten  bekannt.  So  stellen 
Nanoarchaeum  equitans  und  der  kürzlich  kultivierte  „Nanopusillus  acidilobi“  die  einzigen 
bisher unter Laborbedingungen kultivierten und charakterisierten Vertreter dar. Aus heißen 
Felsen und Kies in Island konnte mit einer anaeroben Inkubation von 90 °C ein Vertreter der 
neuen Archaeen‐Gattung  Ignicoccus  isoliert werden. Mit  ihm,  unter  gleichen Bedingungen 
inkubiert, wurde sein Symbiont Nanoarchaeum equitans kultiviert (Abb. 1‐5), welcher einen 
neuen  Stamm  innerhalb  der  Archaea  darstellt  und  eine  Zellgröße  von  nur  400  nm  im 
Durchmesser besitzt  (Huber et al., 2002). Das Genom von N. equitans  ist mit 490 kbp sehr 
klein. Allerdings fehlen N. equitans fast alle Gene für die primäre Biosynthese, aber auch für 
den  Zentral‐  und  Energiemetabolismus  (Waters  et  al.,  2003).  Dies  weist  auf  eine  strenge 
Abhängigkeit  von  N.  equitans  von  seinem  Wirt  I.  hospitalis  hin.  Unterstützt  wird  diese 
Annahme  durch  die  Beobachtung,  dass  sich  I.  hospitalis  Zellen, welche mit mehr  als  zwei 









beschrieben  (Wurch et al.,  2016).  Er wurde  zusammen mit  seinem Wirt Acidilobus  sp.  aus 
einer  heißen,  sauren  Quelle  im  Yellowstone  Nationalpark  (USA)  kultiviert.  Die  Zellen  von 





Abb.  1‐5:  (a)  Transmissionselektronenmikroskopische  Aufnahme  von
Ultradünnschnitten von I. hospitalis und N. equitans. Maßstabsbalken 1 µm. (Aus Jahn











Biofilmen  der  Richmond  Mine  in  den  Iron  Mountains  in  Kalifornien  entdeckt  wurden.  In 
ihrem  natürlichen  Habitat  wurden  Temperaturen  von  30  °C  bis  59  °C  gemessen  und            
pH‐Werte von 0,5 bis 1,5. Sie zählen zu den Euryarchaeota. Bisher sind fünf unterschiedliche 
ARMAN‐Gruppen  bekannt  (ARMAN‐1  bis  ARMAN‐5),  wobei  für  ARMAN‐2  der  Name 
„Candidatus Micrarchaeum acidiphilum“ und für ARMAN‐4 bzw. ‐5 die Namen „Candidatus 
Parvarchaeum  acidiphilum“  und  „Candidatus  Parvarchaeum  acidophilus“  vorgeschlagen 
wurden  (Baker  et  al.,  2006;  Baker  et  al.,  2010).  Aus  3D‐kryoelektronentomographischen 
Bildern wurde die Zellstruktur und Größe der ARMAN‐Zellen analysiert. Aus diesen Bildern 
wird  auf  eine  ellipsoide  Zellform  geschlossen,  mit  mittleren Werten  der  drei  Achsen  von 
402 nm,  442  nm  und  312  nm,  was  einem  Volumen  von  minimal  0,009  µm³  bis  maximal 
0,062 µm³  entspricht  (im Mittel  0,03  µm³‐0,01  µm³)  (Comolli  et  al.,  2009).  Des Weiteren 
besitzen  sie  im  Gegensatz  zu  den  Thermoplasmatales,  welche  die  andere  Ordnung  der 
Archaea in AMD Gebieten repräsentieren, eine Zellwand. Die mittlere Ribosomenanzahl pro 
Zelle  liegt  bei  nur  92  (Comolli  et  al.,  2009).  Außerdem wurde  in  den meisten  Zellen  eine 




N.  acidilobi.  Da  die  ARMAN  einige  Gene  besitzen,  die  bisher  nur mit  Crenarchaeota  oder 
Bacteria  in Verbindung  gebracht wurden,  geht man davon  aus,  dass  sich  die ARMAN  früh 
abspalteten,  zu  der  Zeit  in  der  sich  Cren‐  und  Euryarchaeota  trennten.  Genom‐  und 





aerob  leben,  da  eine  hoch  exprimierte  Succinat‐Dehydrogenase  in  allen  drei  Genomen 
gefunden  wurde,  ebenso  wie  Gene  für  eine  Superoxid‐Dismutase,  Peroxiredoxin‐ähnliche 
Proteine  und  eine  Alkylhydroperoxidreduktase,  welche  Schutzmechanismen  gegen 
oxidativen  Stress  darstellen  könnten.  Jedoch  wurde  ein  Vorkommen  in  ausschließlich 
anaeroben  Bereichen  festgestellt.  Darüber  hinaus  sind  ARMAN  entgegen  früherer 
Beobachtungen  nicht  nur  vereinzelte  Mitglieder  einer  diversen  Gemeinschaft  an  Bakteria 
und Archaea in den acidophilen Biofilmen von AMD‐charakterisierten Gebieten (Baker et al., 
2010;  Méndez‐García  et  al.,  2014),  sondern  können  in  unter  Wasser  liegenden                 
AMD‐Biofilmen bis zu 25 % der mikrobiellen Gemeinschaft ausmachen (Justice et al., 2012), 
was ihnen eine markante Rollte innerhalb dieser Biozönosen zuspricht. 
Die  Frage,  ob  ARMAN  ebenso  wie  die  anderen  bisher  kultivierten  ultrakleinen  Archaeen 
parasitisch  leben,  ist  aufgrund  uneindeutiger  Datenlage  bisher  nicht  zu  beantworten.  So 




















seit  langem  bekannt.  So  prägten  Staley  and  Konopka  bereits  1985  den  Begriff  der  „Great 
Plate  Count  Anomaly“,  welche  die  große  Diskrepanz  der  Anzahl  mikroskopierter 
Mirkoorganismen  einer  Umweltprobe  zur  weitaus  geringeren  Anzahl  der  Organismen  aus 
der gleichen Probe beschreibt, welche durch Plattierungsversuche isoliert werden konnten. 
Ausgehend  von  diesen  Beobachtungen  schloss  man,  dass  je  nach  Habitat  nur  1  %  aller 
Prokaryoten  kultiviert  werden  könnten.  Durch  den  Einsatz  moderner  Techniken,  wie  der 
Metagenom‐  und  Metatranskriptom‐Analyse  oder  der  16S  rDNA  Analyse  von 
Umweltproben, schoss die Anzahl bekannter Bakterienstämmen in die Höhe und schon 2007 
waren  über  85  neue  Bakterienstämme  bekannt,  von  denen  ein  Großteil  nicht  einen 
kultivierten Verwandten  innehatte  (Achtman and Wagner, 2008). Dieses Phänomen  ist auf 




nachzustellen  sind.    So  sind  die  anfangs  unbekannten  optimalen Wachstumsbedingungen 
wie  beispielsweise  pH‐Wert,  Temperatur,  Salzgehalt,  Redoxpotential  oder 
Sauerstoffkonzentration  ebenso  unbekannt  wie  die  Generationszeit  zu  den 
unterschiedlichen Parametern und können bestenfalls aus dem Ursprungshabitat annähernd 
abgeleitet  werden.  Dies  sind  die  einfachsten  im  Labor  nachzustellenden  Parameter. 
Interaktionen  der  Organismen  mit  abiotischen  oder  biotischen  Faktoren  des  natürlichen 
Habitats  oder  mit  anderen  Mikroorganismen,  sowie  mögliche  hemmende  Substanzen  im 
angebotenen Medium  sind  hierbei  noch  nicht  berücksichtigt.  Ein  prominentes  Beispiel  für 
solche  Art  von  Abhängigkeit  fanden  D’Onofrio  et  al.  (2010),  welche  eine  Reihe  bis  dato 
unkultivierbarer Bakterienarten mithilfe von „Helferstämmen“ kultivierten, die Siderophore 
als Wachstumsfaktor produzierten. Um die bisher beschriebenen Probleme zu lösen, müssen 
daher  neue  Isolierungsstrategien  gefunden  werden.  Beispiele  solch  neuer 
Isolationsstrategien sind u.a. die Nutzung von Mikromanipulatoren oder optischen Pinzetten 
zur Trennung von Mikroorganismen aus einer Mischkultur (Fröhlich and König, 2000). Aber 
auch  Methoden,  welche  die  natürlichen  Bedingungen  nachspielen,  finden  immer  mehr 
Verwendung.  Ein  Beispiel  ist  die  Verwendung  von  semipermeablen Membranen mit  einer 
Porengröße  von  0,03  µm,  welche  zwar  Nährstoffe  aus  der  Umgebung  zu  den  zu 
kultivierenden Zellen lassen, aber undurchlässig für die Zellen selbst sind (Kaeberlein et al., 
2002).  Ein  anderes  ist  der  „ichip“,  welcher  die  Kultivierung  einzelner  Zellen  in  ihrer 
natürlichen  Umgebung  erlaubt  (Nichols  et  al.,  2010).  Eine  weitere  dieser 
Kultivierungsmethoden ist ein von Silla Hansen (Institut für Biologische Grenzflächen I (IBG I) 
des  KIT)  entwickelter  Silikonchip  zur  Kultivierung  und  Charakterisierung  von 
Mikroorganismen.  Ziel  dieser  neuen  Kultivierungsplattform  ist  die  Auftrennung  einer 







anzureichern,  zu  charakterisieren  und  die  einzelnen  Mitglieder  dieser  Ko‐Kulturen  zu 
isolieren.  Ein  besonderes  Augenmerk  sollte  dabei  auf  die  in  den  Ko‐Kulturen 
vorkommenden, bisher unkultivierten ultrakleinen Archaea gelegt werden.  
 
Hierfür  sollten  die  Ko‐Kulturen  erst  mittels  454‐Sequenzierung  auf  ihre  phylogenetische 
Zusammensetzung untersucht werden. Nachdem die Ko‐Kulturen nur noch aus Archaea und 
einem Pilz bestanden, sollten  in einem nächsten Schritt über die Analyse des Metagenoms 
und Metatranskriptoms  genauere  Einblicke  in  die  physiologischen Vorgänge  der  einzelnen 
Organismen der Ko‐Kulturen erhalten werden. Ein Vergleich der Genome untereinander und 









mit  CARD‐FISH  Bildern  unter  verschiedenen  Kultivierungsbedingungen  sollten  weitere 
Einblicke in die Dynamiken innerhalb der Ko‐Kulturen ermöglichen.  
 
Durch  verschiedenste  Isolierungsmethoden  sollten weiterhin  einzelne Organismen der  Ko‐








ursprünglich  acidophiler,  Stalaktit‐ähnlicher  Biofilme  aus  dem  ehemaligen  Pyritbergwerk 
„Drei  Kronen  und  Ehrt“  im  Harz  (Ziegler  et  al.,  2009;  Ziegler  et  al.,  2013).  Teile  solcher 







Für  die  Rekultivierung  der  Anreicherungskulturen  im  Biofilm  wurden  spezielle 
mikrofluidische  Fließzellen  benutzt.  Diese  wurden  von  Silla  Hansen  vom  Institut  für 
Biologische  Grenzflächen  I  (IBG  I)  des  KIT  designt.  Die  Kultivierungsplattform  wurde  von 
Tobias  Kabbeck  (IBG  I)  im  Rahmen  einer  in  dieser  Arbeit  betreuten  Masterarbeit 
weiterentwickelt.  
Die  Fließzellen  bestanden  aus  einem  Silikongrundkörper  mit  den  Maßen  eines  Standard‐
Objektträgers  (76  ×  26  mm),  in  den  ein  mäanderförmiger  Kanal  mit  13  Windungen 
eingebettet  war  (Abb.  2‐1).  Mit  einer  Höhe  von  0,5  mm,  einer  Breite  von  1  mm  und 
269,9 mm Länge fasste der Kanal 159,17 µl Medium. Dabei hatte jeder Kanal an den Enden 
je eine vorgelegte Kammer mit einem Volumen von je 5,36 µl. Um den nach oben offenen 
Kanal  zu  schließen,  wurde  ein  passendes  Deckglas  kovalent  auf  den  Silikongrundkörper 
gebunden. Der Kanal hatte an drei Stellen Zugänge für eine Kanüle mit einem Durchmesser 








Für  die  Fertigung  des  Silikongrundkörpers  wurde  das  Sylgard®  184  Silicone  Elastomer  Kit 
(Dow Corning GmbH, Wiesbaden) entsprechend der Herstellerangaben angemischt und für 
ca.  1  Stunde  in  einem  Exsikkator  mit  angeschlossener  Vakuumpumpe  entgast.  6  g  des 
entgasten Silikongemischs wurden in eine speziell aus Messing angefertigte Negativform des 
Silikongrundkörpers gefüllt und für 2 Stunden bei 60 °C ausgehärtet. Entsprechend platzierte 
Kanülen  mit  einem  Durchmesser  von  0,6  mm  dienten  als  Platzhalter  für  die  späteren 
Zugänge. 
Der  an  einer  Seite  offene  Kanal  des  entformten  Silikongrundkörpers  wurde  nach  einer 
darauffolgenden  Sauerstoff‐Plasmabehandlung  (Plasmaanlage  Plasma  Flecto  10,  plasma 
technology  GmbH,  Herrenberg‐Gültstein)  kovalent  an  ein  Deckglas  (76  ×  26  ×  0,17  mm) 




Da  die  zu  kultivierenden  Archaeen  ausschließlich  im  anaeroben  Bereich  des 





b)  Einzelkomponenten  einer  Kammer  zur  Begasung  der mikrofluidischen  Fließzellen.  Erklärungen  siehe  Text.
(Abbildungen: T. Kabbeck.)
Hierfür  wurden  eigens  von  Silla  Hansen  und  Tobias  Kabbeck  konstruierte  Kammern  aus 
Polycarbonat  (Makrolon®  GP  klar,  Covestro  AG,  Leverkusen)  von  der  Feinmechanischen 
Werkstatt des  Instituts  für Physikalische Chemie am KIT gefertigt. Diese waren perfekt auf 




Führung  der  Kanülen,  aus  Makrolon®.  Zum  Abdichten  der  Kammern  dienten  speziell 
angefertigte  Dichtungen  aus  Silikon  (60  Shore,  2  mm  Dicke)  zwischen  Deckel  und 
Grundkörper  und  Grundkörper  und  Stabilisatoren.  Verschraubt  wurden  die  Kammern mit 
autoklavierbaren  Polyamid‐Schrauben.  Spezielle  Bohrungen  für  die  Kanülen  an  den  Seiten 
der Kammern und an den Stabilisatoren stellten die Verbindung zum Schlauchsystem sicher.  
 
Um  die  Versorgung  der  in  den  Fließzellen  wachsenden  Organismen  mit  Medium 
sicherzustellen, wurden diese über angeschlossene Kanülen mittels Luer Lock‐Verbinder mit 
Silikonschläuchen (Rotilabo‐Silikonschlauch, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe) mit einem 
Innendurchmesser  von  1,5  mm  verbunden.  Diese  waren  wiederum  mit  entsprechendem 
Medium  oder  Inokulum  gefüllten  Spritzen  verbunden,  welche  in  eine  Spritzenpumpe 
eingespannt  wurden.  Dies  erlaubte  eine  konstante  und  präzise  einstellbare 
Fließgeschwindigkeit  des  Mediums/Inokulums.  Die  Einbindung  eines  Luer  Lock  T‐Stücks 
(BD Connecta™ 3‐Wege‐Hahn,  Becton Dickinson  and Company, New  Jersey, USA)  erlaubte 





Mediumswechsel,  bzw.  vor  der  Inokulation  keine  Luftblasen  in  die  Fließzelle  gelangen 
konnten. Die sich nach dem Anschluss der Spritzen sammelnden Luftblasen konnten so über 
das  T‐Stück  in  den  Sammelbehälter  geleitet werden.  Erst wenn  die  Silikonschläuche  völlig 
mit Medium gefüllt waren, wurde der Fluss wieder auf die Fließzellen umgeschaltet. 
Um zu gewährleisten, dass das System vor dem Animpfen steril war, wurden die Schläuche 
und  Luer  Lock  Verbinder,  bis  auf  die  nicht  autoklavierbaren  T‐Stücke,  zusammengesteckt 
und  autoklaviert.  Die  Fließzellen  wurden  in  die  vollständig  zusammengebauten  Kammern 
gelegt.  Die  Kanülen  zum  Verbinden  der  Kammern  mit  den  Schlauchsystemen  wurden 



































































































































































Die  CARD‐FISH‐  Sonden wurden  bei  der  Firma  Biomers.net  GmbH  (Ulm)  synthetisiert.  Die 
Aufreinigung der Oligonukleotide erfolgte über Polyacrylamid‐Gelelektrophorese (PAGE). Als 
Besonderheit  haben  CARD‐FISH  Sonden  ein  HRP‐(horseradish  peroxidase)  Konjugat  mit 













Arch915  16S  GTGCTCCCCCGCCAATTCCT  20  Archaea 
(Stahl und 
Amann, 1991) 






Soweit  nicht  anders  angegeben, wurden  in dieser Arbeit  verwendete Chemikalien bei  den 
Firmen Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), VWR International GmbH (Darmstadt), Merck 
KGaA  (Darmstadt),  AppliChem  GmbH  (Darmstadt)  und  Sigma‐Aldrich  Chemie  GmbH 
(Steinheim), bestellt.  
 







































sich  für  die  Kultivierung  der  häufigsten  Archaeenarten  des  nativen  Biofilms,  der 
Thermoplasmatales (Ziegler et al., 2013), bewährt hat (Tab. 3‐1). Ursprünglich diente dieses 



















Die  Salzlösung  wurde  autoklaviert,  hitzeempfindliche  Substanzen,  wie  Hefeextrakt, 



























































































Kulturen  genutzt  wurden,  wurden  vor  der  Nutzung  und  nach  dem  Waschen  in  einer 
handelsüblichen  Laborspülmaschine  nochmals  per  Hand  einem  Säurebad  in  verdünnter 
H2SO4  unterzogen  und  abschließend  mit  dH2O  gespült.  Somit  sollte  sichergstellt  werden, 
dass keinerlei Verunreinigungen in die Kulturen gelangen konnten. 
 Anaerobes Arbeiten 
Da  die  anzureichernden  Archaeen  lediglich  im  anaeroben  Bereich  des  nativen  Biofilms  zu 
finden  waren  (Ziegler  et  al.,  2013),  wurde  ausschließlich  anaerob  kultiviert.  Für  die 
Herstellung des Mediums wurde zuerst die Salzlösung nach dem Einstellen des pH‐Wertes 
aufgekocht,  auf  Raumtemperatur  abgekühlt  und  anschließend  für  30 Minuten mit N2/CO2 
(80  %  :  20  %)  unter  Rühren  begast  und  autoklaviert.  Alle  zu  komplementierenden 
Substanzen  wurden  sterilfiltriert  und  anschließend  für  mindestens  20  Minuten 
(volumenabhängig)  anaerobisiert.  Hierbei  wird  eine  mit  einem  Stopfen  verschlossene 
Flasche abwechselnd mit 0,5 bar N2 begast und mit  ‐1,5 bar evakuiert, wobei die Flaschen 
ständig  geschüttelt  werden.  Somit  soll  sichergestellt  werden,  dass  das  in  der  Flüssigkeit 
gelöste  Gas  nach  und  nach  durch  N2  ersetzt  wird.  Die  zu  komplementierenden  Lösungen 
wurden nach dem Autoklavieren der Salzlösung entweder mit einer Spritze zu dem Medium 
gegeben, oder über einen Adapter per Gasdruck direkt  in die Mediumsflasche geleitet. An 
diese  speziellen,  zuvor  autoklavierten  Edelstahladapter  können  zwei  Kanülen  angebracht 
werden,  wodurch  zwei  mit  einem  Gummistopfen  versehene  Schottflaschen  miteinander 
verbunden  werden  können.  Die  Schottflasche  mit  der  gewünschten 




Mediumsflasche  verbunden.  Der  Druckausgleich  erfolgt  hier  durch  eine  normale  Kanüle. 
Durch den Gasfluss kann nun die Flüssigkeit aus der ersten Schottflasche anaerob und steril 
in die Mediumsflasche überführt werden. 
Das  komplementierte  Medium  wurde  vor  der  Inokulation  in  Hungates  abgefüllt  und 




wurden,  sollte  so  die  Versorgung  mit  Wasserstoff  für  potentielle  methanogene  Archaea 
sichergestellt werden. 
Die  Verwendung  von  Fe(III)SO4 machte  eine  Zugabe  von  Reduktionsmitteln  nicht möglich. 
Um  ein  strikt  anaerobes  Wachstum  der  Archaeen  zu  prüfen,  wurde  daher  ein  Medium 
vollständig  in einem Anaerobenzelt mit zuvor aufgekochtem und mit N2/CO2 (80 % : 20 %) 




Zur  Isolation  und  Kultivierung  des  in  den  Anreicherungskulturen  vorkommenden  Pilzes 





































Der  in  den  Kulturen  enthaltene  Pilz  sollte  zunächst  mithilfe  von  Fungiziden  (Tab.  3‐6) 
eliminiert  werden.  Ein  weiterer  Ansatz  war  die  Filtration  der  Anreicherungskulturen  mit 






















dass  die  Verfestigungsmittel  separat  vom  eigentlichen  Medium,  welches  doppelt 
konzentriert war,  in der anderen Hälfte des benötigten ddH2O autoklaviert wurden. Unter 
sauren  Bedingungen  autoklaviert  würden  die  Medien  nach  dem  Abkühlen  nicht  mehr 
auspolymerisieren.  Nach  dem  Herunterkühlen  der  Lösungen  auf  60  °C  wurden  diese 
komplementiert, miteinander  vermischt  und  zügig  in  Petrischalen  gegossen. Die  Lösungen 
wurden  stets  anaerob  angesetzt  und  nach  der  Komplementierung  in  ein  Anaerobenzelt 
eingeschleust,  gegossen  und  dort  während  des  Auspolymerisierens  inkubiert.  Die 




Die  Isolation  des  Pilzes  erfolgte mithilfe  von  Agar‐Platten,  für  welche  dem Grundmedium 




























Der  Aufbau  fand  in  einem  Anaerobenzelt  statt.  Sechs  Fließzellen  wurden  mitsamt  den 
Schläuchen und Spritzen  in das Anaerobenzelt geschleust und dort an eine Spritzenpumpe 
angeschlossen.  Die  Inokulation  mit  gut  gewachsenen  Anreicherungskulturen  erfolgte  mit 
einer Fließgeschwindigkeit von 1 µl/min über zwei Tage. Danach wurde mit einer Flussrate 
von  1  µl/min  frisches,  aerobes Medium  angeschlossen.  Nach  erfolgter  Inokulation  wurde 
frisches Medium mit einer Flussrate von 2 µl/min zugeschalten.  
Da frühere Versuche gezeigt haben, dass Pilze des Ursprungsbiofilms gut  in den Fließzellen 







in  entsprechendem  Ausgangsmedium  der  Kulturen).  1  ml  aktive  Kultur  wurde 
abzentrifugiert, in entsprechender Glycerinlösung aufgenommen und in spezielle Cryo‐Pure 
Gefäße  (Sarstedt,  Nümbrecht)  gefüllt.  Das  sofortige  Schockfrieren  in  flüssigem  Stickstoff 





Bei  der  DNA‐Isolation  mit  dem  innuSPEED  Soil  DNA  Kit  von  Analytik  Jena  werden  Zellen 
sowohl  chemisch,  thermisch,  als  auch  mechanisch  aufgeschlossen,  weshalb  dieses  Kit 
Anwendung  bei  der  DNA‐Isolation  der  Anreicherungskulturen  für  die  qPCR  Verwendung 
fand.  Hierfür  wurden  je  500  µl  einer  Zellkultur  abzentrifugiert,  mit  PBS  Puffer  (pH  2,5) 
gewaschen und das Pellet  in 600 µl ELS aufgenommen. Bis  zum Zeitpunkt der Auswertung 
erfolgte  die  Lagerung  bereits  entnommener  Proben  bei  ‐20  °C.  Die  nachfolgenden 
Arbeitsschritte  richteten  sich  nach  dem Herstellerprotokoll,  wobei  die  thermische  Zelllyse 
auf 40 min verlängert wurde und die mechanische Zelllyse in einer Zellmühle Mixer Mill 400 
(Retsch,  Haan)  für  7  Minuten  bei  30  Hz  erfolgte.  Die  DNA  wurde  in  40  µl  Elutionspuffer 
eluiert. 
 









Die  RNA‐Isolation  für  die Metatranskriptomik wurde mit  dem  TRIzol® Max™Bacterial  RNA 
Isolation  Kit  (Thermo  Fisher  Scientific, Waltham, USA)  durchgeführt.  Als  Ausgangsmaterial 
dienten insgesamt 8 ml aus gut angewachsenen Kulturen. Es wurde nach Herstellerprotokoll 
verfahren.  










Wilmington,  USA)  quantifiziert.  Hierzu  wird  1  µl  der  zu  messenden  Probe  bei  einer 



















allen  anderen  notwendigen  Komponenten  für  die  PCR  bereits  im  MangoMix™  (Bioline, 
Luckenwalde) enthalten. Lediglich die Primer und die Template‐DNA müssen in angegebener 
Konzentration hinzugefügt werden (Tab. 3‐8). 
Amplifikationen  spezifischer  DNA‐Abschnitte  für  die  Klonierung  und  die  Amplifikation  der 
DNA des  acidophilen Pilzes machte den Einsatz der  iProof™ High‐Fidelity DNA Polymerase 
(Bio‐Rad, München) erforderlich. Sie besitzt eine Proofreading‐Funktion, was vor allem bei 















































Mittels  einer  mehrstufigen  PCR  können  mehrere  DNA  Fragmente  miteinander  fusioniert 
werden. Hierzu werden die einzelnen Fragmente in einem ersten Schritt mittels spezifischer 
Primer  amplifiziert.  Diese  Primer  enthalten  je  am  5´  Ende  eine  zur  fusionierenden  DNA 
homologe Überhangsequenz, die somit gleichzeitig an das gewünschte Fragment angehängt 
wird.  Die  aufgereinigten  Fragmente werden  in  einem  zweiten  Schritt  zusammen  in  einem 
Reaktionsansatz  eingesetzt.  Durch  die  homologen  Bereiche  binden  diese  aneinander  und 
werden von der eingesetzten Polymerase als ein Produkt amplifiziert. 






Bei  der  Real  Time  PCR  oder  qPCR  (quantitative  PCR)  wird  DNA  nicht  nur  vervielfältigt, 
sondern  darüber  hinaus  auch  quantitativ  bestimmt.  Im  Reaktionsgemisch  ist  neben  den 
üblichen Komponenten für eine PCR ein Farbstoff enthalten, der fluoresziert, sobald er mit 
dsDNA  interkaliert. Nach  jedem Zyklus  der  qPCR wird die  Fluoreszenzintensität  gemessen, 




exponentiellen  Phase  verläuft  das  Fluoreszenzsignal  im  Hintergrund,  bis  die  DNA‐
Konzentration  und  damit  die  Fluoreszenz  den  Schwellenwert  erreicht  haben,  an  dem  die 
Fluoreszenz  klar  vom Hintergrundsignal  zu  unterscheiden  ist. Dieser  Punkt  ist  der  Cq‐Wert 










lineare  Standardkurve  (R²  >  0,980  oder  r  >  1‐0,990)  und  einer  Konsistenz  innerhalb  der 
Wiederholungen charakterisiert. Um Fehlbindungen der Primer und damit ungewollte PCR‐
Fragmente  ausschließen  zu  können,  wird  im  Anschluss  an  jede  qPCR  eine  Schmelzkurve, 
sowie ein Lauf über ein Agarosegel angeschlossen. 
 
Zur  Erstellung  der  Kalibrierkurve  wurde  eine  1:50  Verdünnung  einer  E.  coli  DH5alhpaZ1 
Übernachtkultur  in  einer  Neubauer  improved  Zählkammer  (Tiefe  0,01 mm,  Fläche  0,0025 
mm²,  Lauda‐Königshofen,  Marienfeld)  mit  einer  630‐fachen  Vergrößerung  über  ein  Leica 




Ansätzen  in  der  Zählkammer  gezählt  und  daraus  der  Mittelwert  gebildet.  Aus  der 
Kammertiefe und deren Fläche kann man so die Zellzahl pro ml berechnen.  
 





der  Anreicherungskulturen wurden  über  technische Duplikate  aus  biologischen  Triplikaten 


























geladene  DNA  abhängig  von  ihrer  Größe  schneller  oder  langsamer  durch  die  Matrix  des 
Agarosegels  Richtung  Anode.  Midori  Green  Advance  (Biozym  Scientific  GmbH,  Hessisch 
Oldendorf), welches grünes Licht emittiert (Anregungsmaximum 490 nm, Emission 530 nm), 
wenn es an Nukleinsäuren bindet, diente als Farbstoff zur Sichtbarmachung der DNA. 
Für  die  Auswertung  einer  Standard‐PCR wurde  stets  ein  1  %‐iges  Agarose  Gel  verwendet 
(Tab.  3‐12),  wohingegen  für  die  Analyse  der  qPCR‐Ergebnisse  2  %‐ige  Gele  Verwendung 
fanden.  Hierzu  wurde  die  entsprechende  Menge  Agarose  in  TAE  Puffer  aufgekocht,  mit 
Midori Green als DNA bindenden Farbstoff versetzt und in einen Gelschlitten gegossen. Das 
Einsetzen  eines  Kamms  ermöglichte  die  Bildung  von  Taschen  für  die  Proben‐Zugabe.  Das 
auspolymerisierte Gel wurde  in eine Elektrophoresekammer  (PerfectBlue™ Mini S, PEQLAB 
Biotechnologie  GmbH,  Erlangen)  mit  TAE‐Puffer  gelegt  und  die  amplifizierte  DNA,  wenn 
nötig, zusammen mit dem DNA Gel Loading Dye (6×) (Thermo Fisher Scientific, Schwerte) in 
die  Taschen  des  Gels  pipettiert.  Das  Anlegen  einer  konstanten  Spannung  von  120  V 
(PowerPac™ HC, Bio‐Rad Lanboratories GmbH, München) bewirkte eine Migration der DNA 
Richtung  Anode.  Als  Größenstandard  diente  der  GeneRuler  1  kb  DNA  Ladder  (0,5  μg/μl) 
(Thermo  Fisher  Scientific,  Schwerte),  bzw.  der  GeneRuler  50  bp  DNA  Ladder  (0,5  μg/μl) 
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte) für die qPCR‐Ergebnisse. 
Analytische  Gele  wurden  über  einen  ChemiDoc™  XRS+  (Bio‐Rad  Laboratories  GmbH, 
















Die  Catalyzed  reporter  deposition  fluorescence  in  situ  hybridization  (CARD‐FISH)  ist  eine 
Methode,  um  Zellen  spezifisch  anzufärben.  Dabei  werden  rRNA‐bindende  DNA‐Sonden  in 
fixierte Zellen eingebracht, an die später ein fluoreszierender Farbstoff gekoppelt wird. So ist 
beispielsweise eine optische Unterscheidung der Arten innerhalb einer Mischkultur möglich. 
Im  Gegensatz  zur  normalen  FISH,  bei  der  die  Farbstoffe  direkt  an  die  entsprechenden 
Sonden  gebunden  sind,  werden  bei  der  CARD‐FISH  Tyramid‐haltige  Farbstoffe  über  eine 
kovalente  Bindung  an  zu  den  Sonden  benachbarte  Tyrosine  gebunden.  Das  5´‐Ende  der 
CARD‐FISH Sonden ist an eine HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt. Die Zugabe von H2O2 
bewirkt eine Radikalbildung der Tyramid‐haltigen Farbstoffe, welche von der HRP reduziert 
und  so  an  Phenolreste  benachbarter  Tyrosine  gebunden  werden.  Da  mehrere 
Farbstoffmoleküle  von  einem HRP‐Molekül  und damit  von einer  Sonde umgesetzt werden 
können, wird das entstehende Fluoreszenzsignal um ein Vielfaches verstärkt. Somit können 
vor  allem  kleine  Zellen  oder  Zellen  mit  geringer  Aktivität,  und  damit  geringem 
Ribosomengehalt, sichtbar gemacht werden.  
Fixierung der Proben 
Da  rRNA  nach  dem  Zelltod  sehr  schnell  abgebaut  wird,  mussten  die  Proben  vor  dem 






Je  10  µl  einer  Probe  wurden  auf  eine  Vertiefung  eines  PTFE‐beschichteten  Objektträgers 
(Diagnostic Microscope  Slide,  8 well,  Thermo  Fisher  Scientific,  Schwerte)  getropft  und  bei 
37 °C  getrocknet.  Für  eine  zusätzliche mechanische  Festigung  der  Zellen  am  Objektträger 
dienten einige Tropfen 0,1 %‐iger Low melt Agarose. Auf eine Trocknung bei 37 °C folgte die 
Dehydrierung  der  Proben  in  aufsteigender  Ethanolkonzentration  (50  %,  80  %,  100  %)  für 
jeweils  3 min.  Eine 10‐minütige  Inkubation der Objektträger  in  0,1 M HCl  sollte die  Zellen 
permeabilisieren und potentielle, zelleigene endogenen Peroxidasen inhibieren. Nach einem 
kurzen Eintauchen der Objektträger  in ddH2O und anschließender  Trocknung,  konnten die 





Kimtech‐Tüchern  (Roth,  Karlsruhe)  versehenen  Kammer,  welche  mit  2  ml  einer  des 




bei  48  °C  in  der  zweiten  Waschpufferlösung  inkubiert.  Auf  einen  weiteren  15‐minütigen 
Waschschritt  in  SSC‐Puffer  (Tab.  3‐15)  folgte  die  Amplifizierung.  Das  Austrocknen  der 
Objektträger war  in diesem Schritt unbedingt  zu  vermeiden, weshalb die Objektträger um 
die  Vertiefungen  herum  nur  leicht  mit  einem  Kimtech‐Tuch  abgetrocknet  und  die 
Amplifizierungslösung unverzüglich aufgetropft wurde. Die Amplifizierungslösung setzte sich 
aus  500  µl  Amplifizierungspuffer  (Tab.  3‐16),  0,5  ml  Alexa‐Tyramid  und  5  µl  verdünntem 
H2O2  (1  ml  H2O2  (37  %)  in  199  µl  PBS)  zusammen.  Da  H2O2  sehr  reaktiv  ist,  wurde  die 
Amplifizierungslösung  stets  frisch  angesetzt.  Auf  eine  20‐minütige  Inkubation  in  einer 
feuchten  Kammer  bei  37  °C,  folgte  ein  zweimaliges  Waschen  der  Objektträger  für 
15 Minuten  in  SSC‐Puffer.  Nach  einem  kurzen  Eintauchen  in  ddH2O  wurde  ein  neuer 
Hybridisierungs‐  und  Amplifikationszyklus  ab  dem  Schritt  der  Inkubation  in  0,1  M  HCl 
begonnen.  Eine  abschließende  Gegenfärbung  mit  dem  Fluoreszenzfarbstoff  DAPI 








































































angepasst  werden.  Im  Rahmen  einer  Kooperationsarbeit  entwickelte  Eva  Krolitzki  in  ihrer 
Diplomarbeit  unter  der  Leitung  von  Herrn  Prof.  Hubbuch  vom  Lehrstuhl  für  Molekulare 
Aufarbeitung  von  Biomolekülen,  Institut  für  Bio‐  und  Lebensmitteltechnik  am  KIT,  ein   
CARD‐FISH  Protokoll  für  die  Anwendung  an  einem  Pipettierroboter  Freedom  Evo  (Tecan 
Trading AG, Switzerland). Hierfür wurde eine Zufluss‐ und Ausfluss‐Konstruktion aus PDMS 
als  Verbindung  für  den  Pipettierroboter  mit  den  Fließzellen  hergestellt.  Zusätzlich  wurde 
eine Halterung von der Firma Sculpteo (Frankreich) über 3D‐Druck gefertigt, in welche bis zu 
drei  Fließzellen  gleichzeitig  eingespannt  und  mithilfe  von  Kapillaren  mit  den 










Formaldehydlösung  in  entsprechendem  Medium  angesetzt  und  für  2  Stunden  mit  einer 
Flussrate von 10 µl/min durchspült. Anschließend wurden die Fließzellen für 10 min mit PBS 
Puffer  durchspült,  wobei  hier  die  Flussrate  an  die  des  Pipettierroboters  angepasst  wurde 
und  50  µl/min  betrug.  Nachfolgend  wurden  die  Fließzellen  mit  der  Halterung  für  den 
Roboter verbunden. 










2. Waschen  360 µl ddH2O  Durchfluss 
















7. Gegenfärbung  360 µl DAPI‐Lösung  5 






Die  Quantifizierung  über  die  Lichtmikroskopie  der  in  Ermangelung  einer  Zellwand 
pleomorphen  und  mit  0,2  µm–5  µm  (Durchmesser)  recht  kleinen  Thermoplasmatales 
gestaltet  sich  als  sehr  schwierig,  was  ebenso  für  die  noch  kleineren,  als  Nanoorganismen 











Zusätzliche Überhangsequenzen mit  eingefügter BamHI  Schnittstelle  am  5´  Ende  und  SacI 
Schnittstelle am 3´ Ende ermöglichte die Klonierung mittels Restriktion und Ligation  in das 
Plasmid  pAH95  (Haldimann  and Wanner,  2001). Um  komplementäre  Enden  zu  generieren 
werden  bei  dieser  Methode  sowohl  das  Plasmid,  als  auch  die  Zielsequenz  an  einer 
entsprechenden  Restriktionsschnittstelle  geschnitten,  an  denen  sich  Plasmid  und             
DNA‐Fragment anlagern können. Für den Restriktionsansatz wurden die Restriktionsenzyme 


















Der Ansatz wurde  20 min  bei  37  °C  inkubiert. Nach  erfolgter  Trennung  der  geschnittenen 
DNA‐Fragmente über ein Agarose‐Gel und anschließender Aufreinigung der DNA, wurden in 











Der  Ligationsansatz  wurde  für  1  h  bei  RT  inkubiert  und  anschließend  dialysiert.  Das 
Dialysieren  dient  der  Reinigung  der  Ligationsansätze  von  verbliebenen  Salzen,  welche  die 
nachfolgende  Elektroporation  stören  würden.  Hierzu  wurden  10  µl  des  entsprechenden 
Ansatzes  auf  eine  auf  ddH2O  schwimmende  Filtermembran  (Millipore  VSWP,  0,025  μm, 
Millipore, Billerica, USA) pipettiert. Der Filter  ist  für die  im Ansatz zurückgebliebenen Salze 






Die  Transformation  des  Ligationsansatzes  erfolgte  mithilfe  elektrokompetenter  Zellen. 
Hierfür wurde eine Übernachtkultur des entsprechenden E. coli Stammes am Morgen frisch 
angeimpft  und  bis  zu  einer  OD  von  0,6  inkubiert.  Um  weiteres Wachstum  zu  inhibieren, 
wurden  die  Zellen  sodann  auf  Eis  gelagert.  5 ml  dieser  Kultur  wurden  für  5 Minuten  bei 
6000 g und 4 °C abzentrifugiert und zweimal mit sterilem, 4 °C kaltem ddH2O gewaschen, um 
jegliche  Salzreste  des  Mediums  zu  entfernen.  Die  Zellen  wurden  in  200  µl  ddH2O 
aufgenommen, wovon sofort 120 µl zusammen mit 5 µl Helferplasmid bzw. Ligationsansatz 
in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette pipettiert wurde. Bei der Elektroporation wird 
die  Cytoplasmamembran  der  Zellen  über  einen  elektrischen  Impuls  perforiert  und  so  für 
Fremd‐DNA  zugänglich  gemacht. Der  Stromimpuls  erfolgte mittels  des E.  coli‐Pulsers  (Bio‐
Rad, München)  bei  1,8  kV  für  5  s.  Die  unmittelbar  folgende  Inkubation bei  37  °C  für  eine 






können DNA‐Sequenzen  reversibel  in das Genom von E.  coli  integriert werden  (Haldimann 
und Wanner, 2001). Die Plasmide enthalten E. coli eigene Phagenbindestellen, wodurch sie 
mithilfe  einer  durch  ein  Helferplasmid  vermittelten  Integrase  in  die  entsprechende 
bakterielle  Bindestelle  ins  E.  coli‐Genom  integriert  werden  können.  Die  Synthese  der 
Integrase wird erst durch einen Temperaturanstieg von 30 °C auf 37 °C induziert. Da ebenso 
die  Replikation  des  Helferplasmids  temperatursensitiv  ist,  wird  dieses  bei  einem 
Temperaturanstieg  auf  42  °C  zeitgleich  von  den  Zellen  entfernt.  Zusätzlich  enthalten  die 
Plasmide  einen  R6K‐ori,  wodurch  sie  von  Standard  E.  coli‐Zellen  nicht  repliziert  werden 
können und so komplett in das Genom aufgenommen werden.   
Hier  wurde  das  Plasmid  pAH95  mit  entsprechendem  Helferplasmid  pAH121  für  die 
Klonierung eingesetzt.  Zunächst wurde das Helferplasmid mittels  Elektroporation  in E.  coli 
DH5alphaZ1  transformiert  und  zur  Selektion  bei  30  °C  auf  LB‐Agar  Platten mit  100  µg/ml 
Ampicillin  inkubiert.  Nach  erfolgter  Co‐Transformation  des  hier  verwendeten  pAH95, 
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welches  zusätzlich  eine  Kanamycin‐Resistenz  enthielt,  war  eine  der  Elektroporation 





gesteigert  werden  kann.  Gleichzeitig  dürfen  die  auf  Kanamycin  wachsenden  Klone  nicht 







entsprechende PCR‐Produkt nach den Vorgaben der  Firma  vorbereitet  und  von dieser per 
Cycle Sequencing Technology sequenziert. Das Ergebnis wurde über das Programm Geneious 
5.6.7  (Biomatters)  mit  der  Originalsequenz  abgeglichen  oder  im  Fall  von  16S  rRNA 
Gensequenzen mit der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(Altschul et al., 1990) abgeglichen.  















Für  die  nachfolgende  Pyrosequenzierung  werden  die  Beads  in  einer  Pico‐Titer‐Platte 
aufgeteilt,  sodass  in  jeder  Vertiefung  ein  Bead  zu  finden  ist.  Für  die  eigentliche 
Sequenzierung  werden  nun  vier  verschiedene  Enzyme  eingesetzt:  Zuerst  wird  der  zu 
sequenzierende  ssDNA‐Abschnitt  über  eine  Polymerase  und  zugesetzte  dNTPs  verlängert. 
Eine  ATP  Sulfurylase  setzt  das  bei  der  Sequenzverlängerung  freigewordene  Pyrophosphat 
zusammen mit  Adenosin‐5´‐Phosphosulfat  zu  ATP  und  Sulfat  um.  Durch  das  entstandene 
ATP kann eine zugesetzte Luciferase Luciferin oxidieren, wodurch Energie in Form von Licht 
freigesetzt wird.  Die  Intensität  dieses  Lichtblitzes  ist  proportional  zum  entstandenen  ATP, 
wodurch Rückschlüsse auf die Anzahl der eingebauten dNTPs gezogen werden können. Am 
Schluss  werden  die  verbliebenen  dNTPs  von  einer  Apyrase  abgebaut  und  neue  dNTPs 
können zugesetzt werden.  
Die  454  Sequenzierung  wurde  in  dieser  Arbeit  genutzt,  um  die  phylogenetische 









Bei  dieser Methode wird die  isolierte DNA  zuerst  in  kurze  Fragmente  geschnitten, welche 
wiederum in einer sogenannten reduced cycle amplification an beiden Enden mit Adaptoren 
versetzt werden. Diese Adaptoren beinhalten jeweils eine Primerbindestelle für die spätere 
Amplifikation,  eine  Index‐Region  für  die  spätere  Identifizierung  und  Zuordnung  der 
Sequenzen zu den einzelnen Proben und eine Region, welche komplementär zu den an einen 






bindet  ein  Primer  an  den  Adapter  und  über  eine  Polymerase  wird  der  DNA‐Strang 
amplifiziert. Bei der  sogenannten Sequencing by  synthesis Methode werden ausschließlich 
Nukleotide eingesetzt, welche zu einem Kettenabbruch  führen. Das heißt, pro Zyklus kann 
ausschließlich  ein  fluoreszenzmarkiertes Nukleotid, welches  komplementär  zum  jeweiligen 
Nukleotid  des  DNA‐Stranges  ist,  binden.  Die  nicht  gebundenen  Nukleotide  werden 
weggewaschen  und  das  Fluoreszenzsignal  wird  detektiert.  Im  Anschluss  werden  das 




für  die  Erstellung  des  Metagenoms  bzw.  Metatranskriptoms  erfolgte  über  eine  Illumina 
Sequenzierung am KIT Campus Nord am Institut für Toxikologie und Genetik. Hierfür wurde 














wurden  verworfen.  Die  Generierung  von  OTUs  (operational  taxonomic  units)  der  übrigen 
Sequenzen  setzte  eine 97 %‐ige  Sequenzübereinstimmung  voraus. Über den RDP  classifier 














Gene  abgeleitet,  (v.  2.0,  percent‐match  cutoff  festgesetzt  auf  50,  E‐Wert‐exponent  cutoff 
von  ‐15, minimale  Länge von 10, max percent  stop  festgesetzt  auf 20 und granularity  von 
1.5). Für die Annotation wurden für jede KEGG orthologous group (KO) der Datenbank HMM 
models mit  Hilfe  des  HMMER  toolkits  (v.  3.1b2)  generiert.  Die  HMM models  dienten  der 
Suche aller vorhergesagten ORFs (open reading frames) mittels hmmsearch (v. 3.1b2, E‐Wert 







mer  Größe wurden  empirisch  ausgewählt,  um  die  Kontiguität  (die  Länge  der  Contig)  und 
Inklusivität  (den  Prozentsatz  der  beinhalteten  Reads)  des  Metagenomassemblies  zu 
maximieren.  Als  Proxy  für  die  Kontiguität  wurden  N50 Werte  verglichen,  die  von  QUAST 
berechnet wurden (v 3.1, Gurevich et al., 2013). Um die Inklusivität zu bestimmen, wurden 
alle  Metagenomreads  gegen  die  mit  Bowtie  2  (v  2.2.4,  Langmead  und  Salzberg,  2013) 
assemblierten  Contigs  aligned.  Die  Mapping‐Statistiken  wurden  mittels  SAMtools  (v  1.1, 
Li  al., 2009) berechnet.  
Anschließend  wurden  aus  dem  Metagenomassembly  die  Genom‐Bins  mittels  MetaBAT 
(v 0.23.1, Kang et al.,  2015)  im „very  specific“ Modus erstellt. MetaBAT  ist ein autonomes 
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Binning  tool,  das  die  Nucleotidzusammensetzung  –  genauer  Tetranucleotid‐Frequenzen  – 
und die differentielle Coverage‐Information pro Probe nutzt, um Contigs  in Genom‐Bins zu 
sortieren. Nach manueller  Prüfung  der  automatisch  generierten  vier Genom‐Bins, wurden 
zwei  fragmentierte Genom‐Bins manuell  zusammengeführt, wodurch  am Ende drei  fertige 
Genom‐Bins erhalten wurden.  










RNA Gene oder  proteincodierende Gene  vorherzusagen.  Die  Anzahl  der Metagenom‐  und 
Metatranskriptomreads innerhalb der Gene wurde mittels BEDTools (v 2.22.0, Quinlan und 
Hall,  2010)  bestimmt.  Außerdem  wurden  hierüber  die  Reads  pro  Kilobase  (RPK)‐Werte 
bestimmt. Diese Informationen wurden desweiteren für die Bestimmung der Anzahl der 23S 
rRNA  Genkopienanzahl  genutzt.  Weiterhin  wurden  die  codierenden  Sequenzen  zusätzlich 
mit  dem  KEGG  Automatic  Annotation  Server  (v  2.0,  Moriya  et  al.,  2007)  annotiert,  um 
orthologe Gene und die zugehörigen KEGG pathways zu ermitteln (r78, Kanehisa und Goto, 
2000).  Hierfür  wurden  die  besten  bi‐direktionellen  BLAST  hits  gegen  40  ausgewählte 
Organismen verglichen, um die häufigsten Stoffwechselwege abzudecken, wobei der Fokus 








Die  Visualisierung  des  Vergleichs  der  analysierten  Genome  untereinander  und  mit  den 
nächst  verwandten  Arten  erfolgte mittels  Circos  Plots  (Krzywinski  et  al.,  2009),  für  deren 
Erstellung  Donut  (unveröffentlicht;  https://github.com/hzi‐bifo/Donut)  mit  ausgewählten 
KEGG  terms  (Tab.  A‐5)  genutzt  wurde.  Für  die  Detektion  von  ORFs  in  Genomen  wurde 
prodigal  v.  2.6.3  (Hyatt  et  al.,  2010)  genutzt  und  für  deren  Annotation  prokka  v.  1.2 
(Seemann, 2014). Hits für KEGG HMM wurden mit dem hmmsearch Kommando von HMMER 
(Eddy, 1998) abgeleitet, mit einem E‐Wert von 0,0001. Die Ermittlung der Ähnlichkeiten von 
ORFs  unterschiedlicher  Genome  erfolgte  mit  blastp  des  NCBI‐blast  Programmes  2.2.30 
(Altschul  et  al.,  1990),  mit  einem  E‐Wert  von  1e‐100.  Um  die  Gen‐Dichte  und  Dichte 
hypothetischer Gene innerhalb eines sliding windows (Schiebefensterverfahren) von 10000 




Im  Gegensatz  zur  Lichtmikroskopie  wird  bei  der  Fluoreszenzmirkoskopie  das  fluoreszente 
Präparat nicht von unten, sondern von seitlich eingestrahltem Licht beleuchtet. Dieses wird 
zunächst  durch  einen  Anregungsfilter  geleitet,  der  ausschließlich  für  Licht  einer  zum 
Fluoreszenzfarbstoff  passenden Wellenlänge  durchlässig  ist,  geleitet  und  dann  über  einen 
dichroitischen Strahlteiler auf die zu untersuchende Probe gelenkt. Bei der Absorption dieses 
Lichts geraten die Elektronen der Fluorochrome für wenige Nanosekunden auf ein höheres, 
instabiles  Energieniveau.  Bei  der  Rückkehr  der  Elektronen  in  ihren  Ausgangszustand  wird 
nun Licht einer etwas  längeren Wellenlänge emittiert  (Stokes Differenz, 20‐50 nm). Dieses 
wird durch einen entsprechenden Emissionsfilter geleitet und so als Fluoreszenz sichtbar.  
Die  Überwachung  des  Wachstums  der  Ko‐Kulturen  erfolgte  mittels  CARD‐FISH  und 
anschließender  Auswertung  über  ein  Leica  DM5500  B  Mikroskop  mit  einer  12  V  100  W 
Halogenglühlampe,  betrieben  mit  einer  Elektronikbox  Leica  CTR5500.  Für  die  getrennte 











+ A4  UV  BP 360/40 400 BP 470/40
+ L5  Blue  BP 480/40 505 BP 527/30





verlangte  eine  Anpassung  der  Belichtungszeit  und  Intensität,  da  die  Zell‐Aggregate  meist 
extrem  stark  fluoreszierten.  So waren die Belichtungszeiten  von Einzelzellen  (1000 ms)  im 
Schnitt doppelt so lang, wie die für Zell‐Aggregate (500 ms) und die Belichtung von einzelnen 





eines  Präparates,  im  Gegensatz  zur  Epifluoreszenz,  bei  der  stets  die  gesamte  Probe 
beleuchtet wird. Somit können Fluoreszenzbilder unterschiedlicher Ebenen dickerer Proben 
gemacht  werden,  ohne  dass  eine  zu  hohe  Hintergrundfluoreszenz  stören  würde.  Erreicht 
wird  dies  durch  die  Nutzung  eines  gebündelten  Lichtstrahls.  Ausgehend  von  einem  Laser 
wird das Licht durch eine „Lochblende“, ein sogenanntes Pinhole, gebündelt, wodurch nur in 
einem  bestimmten  Bereich  Fluorophore  angeregt  werden.  Die  entstehende 
Hintergrundstrahlung wird durch die Nutzung eines zweiten Pinholes, welches auf das erste 
abgestimmt  ist,  vor dem Detektor  rausgefiltert. Die Wellenlänge des  Lichts wird durch die 
Wahl der eingesetzten Laser bestimmt. Zusätzlich kann das Laserlicht durch akusto‐optische 
Kristalle (AOTF) sortiert werden. 
Die  Analyse  der  Biofilme  in  den  Fließzellen wurde  teilweise mit  Hilfe  eines  Leica  TSC  SP5 
Konfokalmikroskops durchgeführt. Das Mikroskop war ausgestattet mit einem PL FLUOTAR 
Objektiv 10.0×0.30 mit einer nummerischen Apertur  von 300. Genutztes Pinhole 70,7 µm. 









(Stookey,  1970)  durchgeführt.  Grundlage  ist  die  photometrische  Bestimmung  des             
Fe2+‐Gehalts  einer  gewünschten  Lösung  mittels  einer  Fe2+‐konzentrationsabhängigen 
Blaufärbung, welche durch die Reaktion von Ferrozine (Dinatrium‐4,4'‐(3‐(pyridin‐2‐yl)‐1,2,4‐
triazin‐5,6‐diyl)bis(benzolsulfonat))  mit  Fe2+  hervorgerufen  wird.  Unter  Verwendung  einer 






der  Eichgeraden  nötig  war.  Da  der  Komplex  aus  Fe2+  und  Ferrozine  allerdings  nur  bei          
pH‐Werten zwischen 4 und 9 stabil ist, wurde eine 0,1 %‐ige (w/v) Ferrozinelösung mit 50 % 
(w/v)  Ammoniumacetat  gepuffert.  Im  Folgenden  wurden  20  µl  einer  Probe  mit  180  µl 
Ferrozine‐Ammoniumacetat‐Lösung  versetzt  und  die  Absorption  der  Proben  in  einer 










In  dieser  Arbeit  wurden  acidophile  Archaeen  aus  einem  sauren  Biofilm  der  ehemaligen 
Pyritmine  „Drei  Kronen  und  Ehrt“  im  Harz  angereichert,  die  Ko‐Kulturen  sowohl 
bioinformatisch, als auch physiologisch charakterisiert und Organismen aus den Ko‐Kulturen 
isoliert. Ein besonderer Schwerpunkt war die Anreicherung und Charakterisierung der in den 
Kulturen  vorkommenden  ARMAN.  Zudem  sollte  geklärt  werden,  ob  und  wie  die 
Nanoorganismen in Abhängigkeit zu anderen Vertretern der Kulturen stehen.  
 
In  einer  vorangegangenen Masterarbeit  (Krause,  2013)  wurden  Vorläufer  dieser  Kulturen 
bereits mehrere Male  überimpft, wobei mit  unterschiedlichen  Strategien  versucht wurde, 
Archaea anzureichern und zu isolieren. Zu Beginn wiesen diese Kulturen eine hohe Diversität 
auf  und  enthielten  Bacteria,  Archaea  aus  der  Ordnung  der  Thermoplasmatales  und  einen 
Pilz.  Zum  Ende  der  Arbeit  konnten  durch  die  Zugabe  mehrerer  Antibiotika  zum Medium 
keine  Bacteria mehr mittels  CARD‐FISH  nachgewiesen werden.  Fe(III)SO4  ebenso wie  eine 
organische  Kohlenstoffquelle  (Hefeextrakt,  Caseinhydrolysat)  erwiesen  sich  als  essentielle 




Um  die  Ergebnisse  der  vorangegangenen  Masterarbeit  zu  verifizieren,  wurde  zu  Beginn 
dieser  Arbeit  nach  zwei  weiteren  Überimpfungen  der  Anreicherungskulturen  eine             
454‐Sequenzierug  durchgeführt.  Hierfür wurde DNA  über  das  innuSPEED  soil  DNA  Kit  von 
Analytik  Jena  (Kapitel  3.2.1)  isoliert.  Da  Zellen  mit  diesem  Kit  chemisch,  thermisch  und 
mechanisch aufgeschlossen werden, sollte sichergestellt werden, dass DNA aus allen in den 
Kulturen  vorkommenden  Organismen  isoliert  wurde.  Eine  anschließende  PCR  mit 
universellen  Primern  für  Bacteria  und  Archaea  bei  einer  sehr  niedrig  gewählten 
Annealingtemperatur  sollte  weiterhin  eine  möglichst  umfassende  Amplifikation  aller 
vorkommenden  16S  rDNA‐Sequenzen  gewährleisten.  Die  amplifizierte  DNA wurde  bei  der 
Firma IMGM® Laboratories GmbH mithilfe einer 454‐Sequenzierung analysiert (Kapitel 3.3.2) 
und  danach  bioinformatisch  über  das  Programm  QIIME  (Kapitel  3.4.1)  ausgewertet.  Die 


























Deutlich  erkennbar  ist  die  laut  454‐Sequenzierung  extrem geringe Diversität  der  Kulturen. 
Mithilfe  der  Bacteria‐Primer  konnten mit  95,9 %  aller  Sequenzen  hauptsächlich  16S  rDNA 
Sequenzen  amplifiziert  werden,  welche  laut  RDP  Classifier  auf  Vertreter  der  Ordnung 
Thermoplasmatales  zurückzuführen  sind.  2,9  %  machten  Sequenzen  aus,  die  zu  den 
Micrarchaeles  gezählt werden. Die  verbliebenen  1 %  setzten  sich  aus  diversen  Sequenzen 
zusammen, die meist zu einem Prozentsatz von nur 0,1 in der Analyse zu finden waren (siehe 




den  nachfolgenden  Kulturen  deutlich  reduziert.  Da  aber  sporenbildende  Bakterien  als  Teil 


































Nach  insgesamt  2,5  Jahren  Kultivierung waren die  Kulturen  in  ihrem Wachstumsverhalten 
relativ stabil und konnten im Schnitt alle 10 Wochen überimpft werden. Zu diesem Zeitpunkt 
waren  laut  454‐Sequenzierung  und  CARD‐FISH  Analysen  mindestens  ein  Vertreter  der 






Um einen  tieferen Einblick  in die Zusammensetzung der Kulturen  zu erhalten, wurde DNA 
aus  gut  gewachsenen  Ko‐Kulturen  isoliert,  um  nach  einer  Illumina‐Sequenzierung  das 
Metagenom  der  Kulturen  zu  analysieren.  Für  die  Illumina‐Sequenzierung  musste  eine 
möglichst  schonende Methode  zur  Aufreinigung  der  DNA  gewählt werden, weswegen  ein 
zuvor  erfolgreich  von  Lo  et  al.  (2007)  angewandtes  Protokoll  zur  Erstellung  eines 
Metagenoms von Biofilmen aus den Iron Mountains gewählt wurde (siehe Kapitel 3.2.2). Die 
Sequenzierung fand am Institut für Toxikologie und Genetik am Campus Nord des KIT statt 
(Kapitel  3.3.3).  Die  Auswertung  der Metagenome  erfolgte  in  Kooperation mit  Dr.  Andreas 





und  in  grün  ARMAN  (ARM980,  Alexa  488).  In  blau  erkennbar  die  DAPI  Gegenfärbung.  (1000‐fache










Die  Illumina‐Sequenzierung  ergab  insgesamt  26,5  Gbp  Sequenzierungsdaten,  aufgeteilt  in 
zwei biologische Replikate 
 
Für  das  Assembly  wurden  die  Reads  beider  Replikate  mit  Ray  Meta  assembled 
(Kapitel 3.4.2). Das Binning des Metagenom Assemblys erfolgte über MetaBAT und ergab am 





Assembly  A  B  C  Gesamt 
Assembly Größe [bp]  976.441  1.905.249  1.606.190  4.904.630 
Anzahl der Contigs  7  31  3  145 
N50 [bp]  194.415  82.562  1.202.937  178.318 
Längstes Contig [bp]  336.535  235.491  1.202.937  1.202.937 
Anzahl der Gene  1.013  2.016  1.556  5.272 
GC [%]  45,78  44,47  37,72  n/a 
Coding density [%]  91,47  87,4  89,21  n/a 
Vollständigkeit  81,78  98,61  86,29  n/a 







Eine  taxonomische  Auswertung  jedes  einzelnen  Contigs  des Metagenoms  über  taxator‐tk 
bekräftigte die Ergebnisse der vorangegangenen 454‐Analysen  (Abb. 4‐3). 71 % bzw. 88 % 
der Sequenzen konnten Archaea zugeordnet werden, wobei gut die Hälfte bzw. 29 % bis zur 
Ordnung  der  Thermoplasmatales  herunter  zuzuordnen  war.  Sequenzen  zugehörig  zu 









Die  aus  dem  Metagenom  rekonstruierten  16S  rDNA  Sequenzen  konnten  drei 
unterschiedlichen  Archaea  zugeordnet  werden.  Abb.  4‐4  zeigt  einen  phylogenetischen 
Stammbaum der 16S rDNA Sequenzen der detektierten Archaea.  
Die  dominante  Art  (siehe  Tab.  4‐4)  in  den  Anreicherungskulturen  war  ein  neuer,  bisher 
unkultivierter  Vertreter  der  Thermoplasmatales.  Dieser  ist  laut  Analyse  der  16S  rDNA 
nächstverwandt  zu  Thermogymnomonas  acidicola  (91,6  %  identity,  1206  bp)  und 
Cuniculiplasma divulgatum  (91,7 %  identity, 1206 bp). Das  zweite Genom beinhaltete eine 
16S rDNA Sequenz, welche eine 99 %‐ige Identität zu ARMAN‐1 hat, welcher von Baker et al. 
im  Jahr  2006  erstmals  über  Metgenomanalysen  eines  acidophilen  Biofilms  in  den  Iron 
Mountains  in  Kalifornien  gefunden  wurde.  Das  dritte  und  deutlich  unterrepräsentierte 
Genom  zeigte  eine  100  %‐ige  Übereinstimmung  mit  Cuniculiplasma  divulgatum,  einem 






Mapped reads  A_DKE [%]  B_DKE [%]  C_DKE [%] 
S1  23,32  66,48  8,13 
S2  61,52  35,00  1,49 
 
In  den  nachfolgenden  Abschnitten  wird  der  zu  ARMAN‐1  nah  verwandte  Organismus  als 
A_DKE  (ARMAN_Drei_Kronen_und_Ehrt)  bezeichnet,  der  neue  Vertreter  innerhalb  der 
Thermoplasmatales  als  B_DKE  und  der Organismus mit  vollständiger  Übereinstimmung  zu 
Cuniculiplasma divulgatum als C_DKE (Cuniculiplasma_Drei_Kronen_und_Ehrt).  
   
Abb.  4‐4:  Phylogenetischer  Stammbaum  der  16S rDNA  Sequenzen  der  in  den  Anreicherungskulturen










Anteil  am  Gesamtgenom  ermittelt.  Hierzu  wurden  Cluster  orthologer  Gene  mittels 
OrthoMCL  abgeleitet  und  für  deren  Annotation  das  HMMER  toolkit  verwendet 
(Kapitel 3.4.2).  Abb.  4‐5  (a)  zeigt  einen  Überblick  über  die  Anzahl  der  in  den  Genomen 
vorkommenden  orthoMCL  Familien.  Generell  zeigen  die  Genome  der  Thermoplasmatales 
erwartungsgemäß  eine  größere  Anzahl  an  Genfamilien,  als  die  der  ARMAN‐verwandten 
Organismen,  wobei  C_DKE  zusammen  mit  Ferroplasma  acidarmanus  und  Cuniculiplasma 
divulgatum  S5  mit  die  größte  Anzahl  von  um  die  2000  Genfamilien  aufweist. 
Thermogymnomonas acidicola bildet hier mit über 3000 Genfamilien eine Ausnahme. A_DKE 
hat  vergleichbar  viele  Genfamilien  wie  ARMAN‐2,  wobei  in  ARMAN‐4  und  ARMAN‐5 
nochmals deutlich weniger Genfamilien zu detektieren waren.  
Des  Weiteren  konnten  signifikante  Unterschiede  in  der  Anzahl  der  orthoMCL  Familien 
zwischen  Thermoplasmatales  und  ARMAN‐verwandten  Organismen  detektiert  werden 
(Abb. 4‐5  (b)). Die größten Unterschiede wurden  in Genfamilien  zugehörig  zur Translation, 
zum  Aminosäuremetabolismus,  dem  Kohlenhydratmetabolismus  und  dem  Metabolismus 
von Cofaktoren und Vitaminen gefunden. Vergleicht man nun den Anteil der untersuchten 
Genfamilien von C_DKE mit C. divulgatum, so wird deutlich, dass die fünf Genfamilien, u.a. 
zuständig  für  den  Membrantransport,  Kohlenstoffmetabolismus  und  Metabolismus  von 
Kofaktoren und Vitaminen, eine andere Verteilung aufweisen. Auch A_DKE zeigt eine andere 
Verteilung im Vergleich zu den anderen ARMAN. 
Ein  auf  dem  Prozentsatz  an  geteilten  Genfamilien  basierendes  hierarchisch  clusterndes 
Dendrogramm  aller  analysierten  Genome  unterstreicht  die  in  Abb.  4‐5  (c)  dargestellte 







Auch  ein  Vergleich  der  KEGG‐terms macht  die  nähere  Verwandtschaft  von  ARMAN‐2  und 
A_DKE deutlich, welche  sich  untereinander  sichtbar mehr  Terme  teilen,  als mit ARMAN_4 
und  ARMAN‐5.  Proteincodierende  Gene  des  Zentralmetabolismus  der  einzelnen  Genome 
Abb. 4‐5: Vergleich orthologer Gruppen analysiert über orthoMCL Familien der angezeigten Genome. 
(a) Anzahl orthologer Gruppen analysiert über orthoMCL Familien der angezeigten Genome.  
(b)  Funktionelle Analyse  angereicherter  orthologer Gene. Die Heatmap  stellt  den  Prozentsatz  von  orthoMCL
Gruppen der angezeigten funktionellen Kategorien jedes Genoms dar. Sterne zeigen FDR (False Discovery Rate)
Signifikanzlevel  für  Unterschiede  in  der  Anzahl  von  orthoMCL  Familien  der  vier  ARMAN  Genome  und  acht
Thermoplasmatales Genome (ein Stern steht für ein Level unter 0,05, zwei für 0,01 und drei für 0,001).  





wurden  in der Abbildung  farblich gekennzeichnet. So  ist erkennbar, dass sich alle ARMAN‐
Spezies Gene für den Citratzyklus teilen, ebenso wie Gene für die Atmung. Dahingegen sind 
Gene,  welche  in  die  Glykolyse/Glukoneogenese,  den  Pentosephosphatweg,  den  Entner‐
Doudoroff  Weg  und  die  β‐Oxidation  involviert  sind,  sehr  ungleichmäßig  in  den 
unterschiedlichen  Genomen  verteilt,  was  deutliche  Unterschiede  im  Zentralmetabolismus 
der einzelnen ARMAN‐Spezies kennzeichnet.  
Ein  Vergleich  von  Genfamilien,  welche  sowohl  in  ARMAN‐2,  ARMAN‐4  und  ARMAN‐5 









anderen  drei  ARMAN‐Spezies,  in  welchen  mehr  Genfamilien  für  die  oxidative 




einen  kompletten  Citratzyklus  auf  (Tab.  A‐5).  Ebenso  wurden  Enzyme  für  den  nicht‐
phosphorylierten  Entner‐Doudoroff Weg  gefunden,  wobei  jedoch  das  Schlüsselenzym,  die 











nach  innen:  (1)  GC  Gehalt  (höhere  Werte  in  blau,  niedrigere  in  grün).  (2)  ORF  Dichte  (annotiert  und 
hypothetisch)  innerhalb  eines  sliding windows  von  10000  bp  über  die  Genome  visualisiert  in  schwarz.  ORF‐
Dichte  der  hypothetischen  ORFs  sind  in  rot  visualisiert,  basierend  auf  einem  sliding  window‐Ansatz.  (3‐8) 
Treffer mit KEGG‐Termen  in  folgender Reihenfolge: beta‐Oxidation  (gelb), oxidative Phosphorylierung  (grün), 
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Entner‐Doudoroff  Weg  (pink),  Pentosephosphatweg  (lila),  Citratzyklus  (orange),  Glykolyse/Gluconeogenese 
(blau). Linien innerhalb der Abbildung indizieren Signifikanz zwischen ORFs der individuellen Genome und sind 
entsprechend  der  KEGG‐Terme  eingefärbt,  wenn  diese  komplett  übereinstimmen.  Contig‐Größen  in  Mbp. 
(b) Balkendiagramm, welches die Häufigkeit des Auftretens von funktionellen Gruppen basierend auf de novo 
abgeleiteten Genfamilien, basierend auf orthoMCL Analysen der drei ARMAN‐Genome und des A_DKE Genoms 
darstellt.  Die  Länge  der  Balken  entspricht  der  mittleren  Abweichung  im  Anteil  der  Genfamilien  der 
dargestellten  funktionellen  Gruppen.  Die  Linien  zeigen  den  Unterschied  zu  den  ARMAN‐Genomen  mit 





Organismen  bekräftigt  die  nahe  Verwandtschaft  von  C_DKE  und  C.  divulgatum  S5 
(Abb. 4‐7 (a)). B_DKE  teilt  sich hingegen die wenigsten Gene mit den anderen analysierten 
Thermoplasmatales. C_DKE und C. divulgatum  sind erwartungsgemäß ähnlich niedrige GC‐
Werte  gemein.  Das  Genom  von  B_DKE  hingegen  zeigt  etwas  höhere  GC‐Gehalte,  wobei 
T. acidicola mit Abstand die höchsten Werte aufweist.  Im Vergleich mit den Genomen der 
ARMAN‐verwandten  Organismen  ist  der  Anteil  an  hypothetischen  Genen  bei  den 
Thermoplasmatales  deutlich  geringer.  Die  Verteilung  der  Gene  für  die  zentralen 
Stoffwechselwege  der  vier  verschiedenen  Thermoplasmatales  Arten  ist  recht  homogen, 
wobei  alle  Stoffwechselwege  vertreten  sind und  keine  großen Unterschiede  zwischen den 
Genomen erkennbar sind.  
 
Beim Vergleich der Genfamilien  von B_DKE und T.  acidicola  ist  das mit  2073 einzigartigen 
Genfamilien deutlich größere Genom von T. acidicola erkennbar (Abb. 4‐7 (c)). C_DKE grenzt 
sich von T. acidicola mit 861 Genfamilien ab, wobei sich beide Organismen 1030 Genfamilien 
teilen.  Trotz  der  100 %‐igen Übereinstimmung    der  16S  rDNA  Sequenzen  von  C_DKE  und 
C. divulgatum besitzt das Genom von C_DKE 80 einzigartige Genfamilien, wobei  sich beide 
Organismen  1426  Genfamilien  teilen.  B_DKE  und  C_DKE  teilen  977  Genfamilien,  wobei 
B_DKE 914 einzigartige Genfamilien innehat und C_DKE 529. 
Beim  genaueren  Vergleich  der  Verteilung  der  Genfamilien  von  B_DKE  und  C_DKE  ist  zu 
erkennen, dass B_DKE deutlich mehr Genfamilien zugehörig zu ABC‐Transportern, dem Zwei‐
Komponenten System oder auch der oxidativen Phosphorylierung besitzt  (Abb. 4‐7  (b)).  In 






von  B_DKE  und  C_DKE  indizieren  für  beide  Organismen  einen  vollständigen  Citratzyklus. 
Darüberhinaus  konnten  in  beiden  Organismen  codierende  Bereiche  für  alle  Enzyme  der 
Gluconeogenese gefunden werden. Ein Zuckerabbau über die Glykolyse kann aufgrund des 
Fehlens einer Phosphofructokinase hingegen ausgeschlossen werden. Stattdessen wurde in 
beiden  Genomen  eine  von  Say  und  Fuchs  (2010)  publizierte  bifunktionelle  Fructose‐1,6‐
bisphosphat Aldolase‐Phosphatase detektiert, welche einen unidirektionale Guconeogenese 
gewährleistet.  Für den Zuckerabbau wurden im Genom von B_DKE fast alle Enzyme für den 
verzweigten  Entner  Doudoroff  Weg  (ED)  gefunden,  inklusive  des  Schlüsselenzyms  KDP‐
/KDPG‐Aldolase.  Allerdings  konnte  für  den  semi‐phosphorylierten  Teil  des  verzweigten  ED 
Wegs  keine  KDG‐Kinase  detektiert werden.  Auch  das  Genom  von  C_DKE wies  codierende 
Bereiche  für  fast  alle  Enzyme des nicht‐phosphorylierten Entner‐Doudoroff Weges auf, bis 
auf  das  Schlüsselenzym  KDG‐Aldolase.  Hingegen  konnten  in  den  Genomen  beider 
Thermoplasmatales alle Enzyme für den oxidativen Pentosephosphatweg detektiert werden. 
Demgegeüber fehlen beiden Organismen die für die β‐Oxidation essentielle β‐Hydroxyacyl‐
CoA  Dehydrogenase  und  B_DKE  fehlt  zusätzlich  die  β‐Hydroxyacyl‐CoA  Dehydratase.  Als 
Teile  der  Atmungskette  wurden  in  den  Genomen  von  B_DKE  und  C_DKE  Gene  für  die 
Komplexe I, II und V detektiert. Darüberhinaus konnte in beiden Organismen ein Rieske/FeS 
Protein  als  Schlüsselkomponente des  Komplex  III  gefunden werden, welches  in B_DKE ein 
Gencluster  mit  einem  Cytochrom  b6‐ähnlichen  Protein  bildet.  Darüberhinaus  enthielten 





Abb.  4‐7:  (a)  Genomvergleich  von  C.  divulgatum  S5,  B_DKE,  C_DKE  und  T.  acidicola,  generiert  über  Donut 
(unpubliziert). Von außen nach innen: (1) GC Gehalt (höhere Werte in blau, niedrigere in grün). (2) ORF Dichte 
(annotiert  und  hypothetisch)  innerhalb  eines  sliding windows  von 10000 bp über  die Genome  visualisiert  in 
schwarz.  ORF‐Dichte  der  hypothetischen  ORFs  sind  in  rot  visualisiert,  basierend  auf  einem  sliding  window‐
Ansatz.  (3‐8)  Treffer  mit  KEGG‐Termen  in  folgender  Reihenfolge:  beta‐Oxidation  (gelb),  oxidative 
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Phosphorylierung  (grün),  Entner‐Doudoroff  Weg  (pink),  Pentosephosphatweg  (lila),  Citratzyklus  (orange), 
Glykolyse/Gluconeogenese  (blau).  Linien  innerhalb  der  Abbildung  indizieren  Signifikanz  zwischen  ORFs  der 
individuellen  Genome  und  sind  entsprechend  der  KEGG‐Terme  eingefärbt,  wenn  diese  komplett 
übereinstimmen.  Contig‐Größen  in  Mbp.  (b) Balkendiagramm,  welches  die  Häufigkeit  des  Auftretens  von 
funktionellen Gruppen basierend auf de novo abgeleiteten Genfamilien, basierend auf orthoMCL Analysen der 
drei  ARMAN‐Genome  und  des  A_DKE  Genoms  darstellt.  Die  Länge  der  Balken  entspricht  der  mittleren 
Abweichung  im  Anteil  der  Genfamilien  der  dargestellten  funktionellen  Gruppen.  Die  Linien  zeigen  den 









Kulturen  wie  in  Kapitel  3.2.2  beschrieben  isoliert.  Die  Sequenzierung  der  RNA  erfolgte 
ebenfalls am Institut für Toxikologie und Genetik am Campus Nord des KIT und wurde wie in 
Kapitel  3.3.3  beschrieben  durchgeführt.  Die  bioinformatische  Analyse  wurde  von 
Dr. Andreas Bremges unter der Leitung von Prof. Alice McHardy vom Helmholtz‐Zentrum für 
Infektionsforschung in Braunschweig durchgeführt.  
Hierfür wurden die  erstellten Contigs mit  Prokka  annotiert,  anschließend mittels  BEDtools 
die  Reads  pro  Gen  gezählt  und  schließlich  zur  Ermittlung  der  RPKM‐Werte  normalisiert. 
Zugehörige KEGG IDs wurden mittels KAAS‐Webserver bestimmt. 












Abb.  4‐8:  Postulierter  Metabolismus  aller  drei  Archaea  der  Anreicherungskulturen.  Zwischenprodukte  und 
katalysierende Enzyme werden angezeigt, ebenso wie Expressionslevel der zugehörigen Gene. Blaue Nummer 
zeigen RPKM‐Werte (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) von A_DKE, rote von B_DKE und grüne von 
C_DKE  an.  Abkürzungen:  PGM:  Phosphomannomutase/Phosphoglucomutase,  PGI:  Glucose/Mannose‐6‐
Phosphatisomerase,  FBP:  Fructose  1,6‐bisphosphataldolase/phosphatase,  TPI:  Triosephosphatisomerase, 
GAPDH:  Glyzerinaldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase  (NAD(P)),  PGK:  Phosphoglyceratkinase,  PGAM:  2,3‐
bisphosphoglycerat‐unabhängige  Phosphoglyceratmutase,  ENO:  Enolase,  PEPCK: 
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase  (GTP),  PPDK:  Pyruvat, Orthophosphatdikinase; GDH: Glucose/Galactose 1‐
Dehydrogenase  (NADP+), GAD: Gluconat/Galactonatdehydratase,  KD(P)GA:  2‐dehydro‐3‐deoxy‐D‐Gluconat/2‐
dehydro‐3‐deoxy‐Phosphogluconataldolase,  GADH:  D‐Glycerinaldehyd‐Dehydrogenase,  GAPN: 
Ergebnisse 
‐	73	‐	
Glycerinaldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase  [NAD(P)+],  2PGK:  Glycerat  2‐Kinase,  PK:  Pyruvatkinase,  PDH: 
Pyruvatdehydrogenase;  CS:  Citratsynthase,  ACO:  Aconitase,  IDH:  Isocitratdehydrogenase,  SCS:  Succinyl‐CoA 
Synthetase,  SDH/FUMR:  Succinatdehydrogenase/Fumaratreductase,  FUMH:  Fumarathydratase,  MDH: 
Malatdehydrogenase. 
 
In  B_DKE  und  C_DKE  sind  ebenso  wie  in  A_DKE  alle  im  Genom  gefundenen  Gene  des 
zentralen  Stoffwechsels  exprimiert.  So waren  die  Gene  des  nicht‐phosphorylierten  Entner 
Duodoroff Weges insgesamt weniger hoch exprimiert, als die Gene für die Gluconeogenese. 
Der  Citratzyklus  hat  indes  die  höchsten  Expressionsraten.  Aber  auch  die  Gene  der 
Atmungskette, vor allem des Komplex I und Komplex V sind hoch exprimiert. Ähnlich wie in 
A_DKE ist die Glutamat‐Dehydrogenase sehr hoch exprimiert und ist  in beiden Organismen 
unter  den  20  am  höchsten  exprimierten  Genen.  Des  Weiteren  haben  beide  Organismen 
hoch exprimierte Enzyme, welche mit oxidativen Stress in Zusammenhang stehen. Aber auch 









wurden  Proben  für  qPCR  und  Ferrozine‐Test  genommen,  wobei  jedes  Mal  der  pH‐Wert 
kontrolliert wurde. Da  eine  lichtmikroskopische Auszählung der  Zellen  zur  Erstellung einer 
Eichgeraden  für  die  qPCR  aufgrund  der  geringen Größe  der Archaea  und  dem  Fehlen  von 
Reinkulturen nicht möglich war, wurden Sequenzen der Archaea  in das Genom von E.  coli 
DH5alphaZ1 eingebracht. Hierfür wurde ein Abschnitt der 23S rDNA gewählt, der  in B_DKE 
und C_DKE  gleich war,  sich  aber  entscheidend  von  der  23S  rDNA  von A_DKE unterschied. 
Laut  Metagenom‐Analysen  kommt  die  23S  rDNA  nur  einmal  im  Genom  eines  jeden 
Organismus der Ko‐Kultur vor,  sodass direkt  von der Anzahl der 23S  rDNA auf die  Zellzahl 
geschlossen  werden  kann.  Für  die  Klonierung  wurden  spezifische  Primer  abgeleitet,  die 
Sequenzen  aus  den Organismen  amplifiziert  und  diese  dann  über  CRIM  Klonierung  in  das 
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(In  rot  Archaea  (ARCH915,  Alexa  564)  und  in  grün  ARMAN  (ARM980,  Alexa  488).  In  blau  die  DAPI















sodass  wenige  einzeln  wachsende  ARMAN‐Zellen  sichtbar  waren.  Die  Mehrheit  bildete 
zusammen  mit  den  Thermoplasmatales  dichte  Aggregate,  in  denen  kaum  Einzelzellen 
auszumachen  waren.  In  Kulturen,  in  welchen  die  Thermoplasmatales  als  Einzelzellen 
wuchsen,  konnten  nie  ARMAN‐Signale  festgestellt  werden.  Aggregatbildung  ist  aber  kein 
eindeutiger  Hinweis  auf  ARMAN‐Wachstum.  So  gab  es  Kulturen,  in  denen  die 
Thermoplasmatales  recht  dichte  Aggregate  bildeten,  aber  trotzdem  kaum  ARMAN‐Signale 
auszumachen waren.  
 
Abb.  4‐10:  CARD‐FISH  Bilder  der  Anreicherungskulturen.  (a)  Eine  Kultur  mit  B_DKE,  C_DKE  und  A_DKE  in 
Aggregaten. (b) B_DKE Reinkultur, vorwiegend als Einzelzellen wachsend. (In rot Archaea (ARCH915, Alexa 564) 
und  in  grün ARMAN  (ARM980, Alexa  488).  In  blau  die DAPI Gegenfärbung).  (1000‐fache Vergrößerung). Die 











mehr  über  spezifische  Primer  per  PCR  nachgewiesen werden.  Da  bis  zu  diesem  Zeitpunkt 






gar  nicht  detektierbar  waren.  Die  Vermutung  war,  dass  dieses  Phänomen  entweder 
Sauerstoffabhängig war, oder aber mit den leicht schwankenden Temperaturen im Labor zur 






FISH  keine  aktiven  Zellen  mehr  nachgewiesen  werden.  Da  sich  die  phylogenetische 
Zusammensetzung der Kulturen über den Verlauf der Arbeit durch den Wegfall von C_DKE 
änderte und auch ein schnelleres Wachstum der verbliebenen Archaeen auszumachen war, 
wurde  zum  Ende  der  Arbeit  eine weitere  Kultivierung  unter  verschiedenen  Temperaturen 
jeweils  im  Triplikat  gestartet.  Die  Auswertung  der  wöchentlich  gemessenen  Fe2+‐
Konzentration als Referenz für das Wachstum innerhalb der Kulturen ist Abbildung Abb. 4‐11 
zu entnehmen.  
Auffällig  war,  dass  bei  der  Kultivierung  ohne  C_DKE  keine  der  Kulturen  einen  Ausfall  des 
Mediums  oder  dessen  Verfärbung  zeigte.  Auch  ist  ein  klarer  temperaturbedingter 
Zusammenhang  der  Fe3+‐Reduktionsrate  zu  erkennen.  So  zeigen  Ko‐Kulturen,  welche  bei 















Insgesamt  ist  die  Eisenreduktion  der  bei  RT  gewachsenen  Kulturen  gut  mit  denen  der 
Timeline aller drei Archaea (Kapitel 4.4) zu vergleichen. Allerdings ist bei diesem Experiment 
eine etwas kürzere Lag‐Phase und eine früher eintretende stationäre Phase ab Woche acht 
erkennbar,  als  bei  der mit  C_DKE  durchgeführten  Timeline. Weiterhin  wird  deutlich,  dass 
höhere Temperaturen eine höhere Eisenreduktionsrate bewirkten, wobei die kürzeste Lag‐
Phase, höchste Reduktionsrate und  längste stationäre Phase bei den bei 30  °C  inkubierten 
Kulturen  auszumachen waren.  Die  bei  37  °C  inkubierten  Kulturen  zeigten  kaum  eine  Lag‐
Phase  und  eine  sehr  konstante  Reduktionsrate  über  fast  den  gesamten 
Kultivierungszeitraum, bis nach Woche zehn die stationäre Phase erreicht wurde. Zugehörige 
CARD‐FISH Bilder unterstreichen diese Ergebnisse (Abb. 4‐11 (b)). So ist bei den bei RT und 
bei  18  °C  gewachsenen Kulturen bis Woche  vier  eine wöchentlich  steigende Zelldichte  für 
mit  Archaea‐Sonden  gefärbte  Organismen  auszumachen.  Mit  ARMAN‐Sonden  gefärbte 
Zellen  waren  stets  extrem  selten  zu  finden,  wobei  gegen  Ende  der  Kultivierung  mehr 




ab  diesem  Zeitpunkt  nochmals  eine  leichte  Zunahme  erkennbar.  Auch  hier  waren  mit 
ARMAN‐Sonden gefärbte Organismen sehr wenig vertreten, wobei die Zellzahl gegen Ende 
der  Kultivierung  etwas  zunahm.  Überraschend war  das  CARD‐FISH  Ergebnis  der  bei  37  °C 
inkubierten Kulturen. Bis Woche vier scheint die Zellzahl der Arch915 gefärbten Organismen 
zugenommen  zu  haben,  wobei  nach  diesem  Zeitpunkt  die  Anzahl  aktiver  Zellen  eher 
abzunehmen  schien  und  nachfolgend  schwankte.  Gleichzeitig  konnte  ab Woche  vier  eine 
vergleichsweise  sehr hohe Anzahl an ARM980 gefärbten Organismen ausgemacht werden. 
Die Anzahl der aktiven ARMAN‐verwandten Archaeen war  im Verlauf ähnlich hoch wie die 







Archaea  durch  etwaige  Stoffwechselendprodukte,  welche  als  Wachstumsfaktoren  dienen 
könnten,  hat,  sollte  mit  einem  Überstandsexperiment  geklärt  werden.  Der  isolierte  Pilz 
(siehe  Kap.  4.6.1) wurde  hierfür  in  Picrophilus‐Medium  angeimpft  und  für  5,5 Wochen  in 
diesem wachsen gelassen. Danach wurde eine der vorbeimpften Kulturen autoklaviert und 
eine andere über zwei Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm und 0,1 µm) sterilfiltriert, um sicher zu 
gehen, dass kein zusätzlicher Pilz  in die Kulturen überführt wurde.  Je 4,5 ml des  filtrierten 
und des autoklavierten Überstands wurden in ein Hungate mit 4,5 ml frischem Picrophilus‐
Medium  überführt,  anaerobisiert  und  anschließend  beimpft.  Eine  Kultur  angesetzt  mit 
ausschließlich frischem Picrophilus‐Medium sollte als Kontrolle dienen (Abb. 4‐12).  
Auffällig  war,  dass  die  Kulturen  mit  Überstand  bei  einem  weitaus  höheren  Fe2+‐Wert 
starteten,  als  die  Kontrolle.  Unabhängig  davon  lässt  sich  ein  Unterschied  in  der 
Eisenreduktionsrate ausmachen. Vergleicht man die Steigung der Kurven, so wird deutlich, 
dass  die  Kurve,  welche  die  Kultur  mit  autoklaviertem  Überstand  repräsentiert,  einen 
ähnlichen  Steigungswinkel  darstellt,  wie  die  der  Kontrolle.  Die  Kultur  mit  filtriertem 
Pilzüberstand hingegen zeigt einen deutlich steileren Neigungswinkel und erreichte bereits 
in Woche sechs die stationäre Phase. Dies repräsentieren auch die CARD‐FISH Bilder, welche 
eine  anfänglich  höhere  Zelldichte  der  mit  Arch915  gefärbten  Zellen  für  die  Kultur  mit 
filtriertem Pilzüberstand zeigen, als mit autoklaviertem Überstand. Ab Woche sechs  ist ein 
deutlicher  Abfall  der  Zellzahlen  für  die  mit  filtriertem  Überstand  enthaltene  Kultur 
auszumachen. Die Zellzahl der Kultur mit autoklaviertem Überstand scheint bis Woche acht 
anzusteigen  und  danach  in  die  stationäre  Phase  zu  kommen.  Die  Kontrolle  zeigt  eine 







Abb.  4‐12:  (a)  Timeline  der  Fe(II)‐Konzentrationen  der  Anreicherungskulturen,  angeimpft  mit
filtriertem  Pilzüberstand,  autoklaviertem  Pilzüberstand  und  einer  Kontrolle  mit  normalem
















Eine Kultivierung der Ko‐Kulturen  in Picrophilus‐Medium mit pH  1,0  führte  zu Kulturen,  in 
denen  per  CARD‐FISH  ausschließlich  Thermoplasmatales,  aber  keine  ARMAN  mehr 
nachgewiesen werden konnten. Nach vier Überimpfungen konnte ebenfalls per PCR mithilfe 
spezifischer  Primer  keine  B_DKE  23S  rDNA mehr  nachgewiesen werden.  Lediglich  Ansätze 
mit  komplementären  Primern  zur  23S  rDNA  von  C_DKE  ergaben  ein  positives  Ergebnis. 
Leider konnten diese Kulturen nach weiteren zwei Überimpfungen nicht am Leben erhalten 




Das  Zufügen  unterschiedlicher  Antimykotika  als  Strategie  gegen  den  in  den  Kulturen 
vorkommenden  Pilz  führte  nicht  zum  gewünschten  Erfolg.  Versuche mit  Reinkulturen  des 
Pilzes  in  Medien,  welchen  die  in  Tabelle  3‐6  beschriebenen  Fungizide  zugesetzt  wurden, 
zeigten  in  keinem  der  Fälle  eine  vollständige  Verdrängung  des  Pilzes.  In  manchen  Fällen 










vielen  Wochen  Inkubationszeit  zu  keinem  erkennbaren  Wachstum.  Auch  die  Kulturen, 
welche mit 0,2 µm und 0,45 µm Filtern  filtriert wurden, wuchsen sehr  langsam, wobei bei 
den Kulturen mit 0,2 µm Filtern kaum Wachstum erkennbar war. Diese Kulturen erreichten 
auch  nach  längerer  Inkubationszeit  nie  eine  große  Zelldichte.  Es  waren  bestenfalls  sehr 
vereinzelt  Zellen  per  CARD‐FISH  Analyse  zu  beobachten.  Kulturen,  welche  mit  0,45  µm 








Analyse  mittels  ITS‐Primern  genutzt.  Ein  Abgleich  der  5,8S  rDNA  Sequenz  und  der 
benachbarten  ITS‐Region  mit  der  Datenbank  des  National  Center  for  Biotechnology 
Information  (NCBI)  ergab  eine  99  %‐ige  Übereinstimmung  der  Sequenz  mit  Acidothrix 






sich  in  manchen  Kulturen  B_DKE  vollständig  durch,  sodass  auch  A_DKE  nach  einigen 
Überimpfungen  weder  per  PCR  noch  über  CARD‐FISH  in  diesen  nachgewiesen  werden 
konnte. Dies traf aber niemals auf alle Kulturen zu.  
Bei  einer  dieser  Kulturen,  welche  nur  noch  B_DKE  und  Pilz  enthielt,  gelang  nach  einer 
Filtration durch einen 0,45 µm Filter die Elimination des Pilzes aus der Kultur. Diese Kultur 
brauchte  fünf  Monate  der  Inkubation  bis  eine  Trübung  der  Kultur  und  somit  ein  dichtes 
Wachstum von B_DKE erkennbar war. Eine PCR auf die 16S rDNA der anderen Vertreter der 
Anreicherungskultur  blieb  negativ  und  auch  nach  zwei  Überimpfungen  konnten  weder 
Pilzhyphen  in  den  Kulturen  noch  unter  dem  Mikroskop  nachgewiesen  werden.  Wie  in 
Ergebnisse 
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Kapitel	4.2  bereits  erwähnt,  sind  nächstverwandte  Arten  zu  B_DKE  Thermogymnomonas 
acidicola  (91,6  %  identity,  1206  bp)  und  Cuniculiplasma  divulgatum  (91,6  %  identity, 
1206 bp).  Sequenzen, welche eine höhere Übereinstimmung mit der 16S  rDNA von B_DKE 
zeigen,  stammen  alle  aus  Metagenomanalysen  von  Umweltproben,  wobei  bisher  kein 














99 %  0.0  99 %  Rio Tinto, Spanien  HQ730609.1 
Uncultured Thermoplasmatales 
archaeon clone ORCL3.3 









99 %  0.0  99 %  Cae Coch, Wales  GU229859 
Uncultured archaeon clone 
AG_Eug_f6 
99 %  0.0  99 %  Rio Tinto, Spanien  EU370310 
Uncultured archaeon clone 
CEM_Pin_c1a 













Isolierungsmethoden nicht  erfolgreich war, wurde als weitere  Strategie die Kultivierung  in 
einer mikrofluidischen Fließzelle gewählt. Diese Fließzellen wurden von und in Kooperation 
mit  Silla  Hansen  vom  Institut  für  Biologische  Grenzflächen  I  (IBG  I)  des  KIT  designt  und 
hergestellt.  Ebenfalls  wurde  die  von  Tobias  Kabbeck  vom  Institut  für  Angewandte 







niedrige  Fließgeschwindigkeit  von  2  µl/min  die  Fließzellen  nach  mehreren  Tagen 
Inkubationszeit  ausgetrocknet  wären.  Nach  zweitägiger  Inokulation  mit  gut  gewachsenen 
Anreicherungskulturen  wurden  die  Fließzellen  für  mehrere  Wochen  inkubiert.  Nach  elf 
Wochen  Inkubation wurden  zwei  Fließzellen  fixiert  und wie  in  Kapitel  3.2.11  beschrieben 
mittels CARD‐FISH spezifisch auf Archaea und ARMAN‐verwandte Organismen gefärbt. 
In  beiden  Fließzellen  konnte  eine  leichte  Biofilmbildung  nachgewiesen werden, wobei  die 
Fließzellen  im  vorderen  und  hinteren  Bereich  stärker  bewachsen  waren.  Laut  CARD‐FISH 
Analyse bestand der Biofilm ausschließlich  aus Thermoplasmatales, wobei  in den hinteren 
Bereichen  zusätzlich  einzelne  ARMAN‐verwandte  Organismen  auszumachen  waren    
(Abb. 4‐13).  Eine  Schwierigkeit  bei  der  Analyse  bestand  jedoch  darin,  dass  auf  der 
Silikonseite  der  Fließzellen  eine  stärkere  Biofilmbildung  zu  beobachten  war,  als  auf  der 
Deckglasseite.  Die  Silikonseite  konnte  indes  nur  mit  einer  100‐fachen  Vergrößerung 
mikroskopiert  werden,  was  den  Nachweis  einzelner  Zellen  quasi  unmöglich  machte. 





Abb.  4‐13:  CARD‐FISH Bilder  aus dem hinteren Bereich  einer  Fließzelle nach 11 Wochen  Inkubationszeit.  (a) 
100‐fache Vergrößerung der Silikonseite. (b) 1000‐fache Vergrößerung der Deckglasseite. (Rot gefärbt Archaea 






Da  die  Fließzellen  nach  elf  Wochen  noch  nicht  sehr  dicht  bewachsen  waren  und  eher 
einzelne  Abschnitte  eine  leichte  Biofilmbildung  aufwiesen,  wurden  die  verbliebenen 
Fließzellen weitere vier Wochen inkubiert, bevor eine weitere fixiert und mittels CARD‐FISH 
analysiert  wurde.  Hier  konnte  ein  dichteres  Wachstum  der  Archaea  in  den  hinteren 
Bereichen  der  Fließzelle  beobachtet  werden,  wobei  auch  hier  wieder  die  dichteste 
Biofilmbildung  auf  der  Silikonseite  zu  beobachten  war  (Abb.  4‐14).  Auf  der  Deckglasseite 
waren  eher  kleinere  Biofilmaggregate  wie  in  Abb.  4‐13  (b)  zu  erkennen.  Aber  auch  die 
Randbereiche  des  Kanals  waren  nach  15  Wochen  Inkubationszeit  mit  einem  fast 
durchgängigen, aber noch dünnen Biofilm bewachsen (Abb. 4‐14 (b)). Nach diesen insgesamt 
15 Wochen Inkubationszeit konnte weder in den Fließzellen, noch in den Sammelbehältern 




Abb.  4‐14:  CARD‐FISH  Bilder  einer  Fließzelle  nach  15  Wochen  Inkubationszeit.  (a)  Konfokalmikroskopische 









an  den  Umweltschutz.  So  bilden  sich  durch  Sauerstoffeintrag  und  Auswaschung  der 
Gesteinsschichten  saure  Grubenwässer,  welche  die  Umgebung  weiträumig  ansäuern  und 
gelöste  Schwermetalle  in  die  Umwelt  eintragen.  Dieser  Prozess  wird  durch  mikrobielle 
Aktivität  bis  zu  1×106‐fach  verstärkt  (Singer  und  Stumm,  1970).  Der  Großteil  vergangener 
Forschungsarbeiten hatte bisher die Bacteria im Fokus, welche in AMD‐Gebieten reichlich zu 
finden  sind und die dominanten Primärproduzenten acidophiler Konsortien dieser Gebiete 
darstellen.  In  den  letzten  Jahren wurden  aber  auch mikrobielle  Konsortien mit  einer  sehr 
hohen  Anzahl  an  Archaea  gefunden,  welche  teilweise  weder  charakterisiert  noch  isoliert 
sind. In diesem Zusammenhang ist vor allem die Gattung der Thermoplasmatales zu nennen, 
welche  den  Großteil  der  Archaea  in  den  analysierten  Konsortien  ausmacht  (Baker  und 
Banfield, 2003). Aber auch bisher unkultivierte ultrakleine Archaea, die sogenannten ARMAN 
(Archaeal  Richmond  Mine  Acidophilic  Nanoorganisms),  wurden  erstmals  in  acidophilen 
Biofilmen  des  AMD‐belasteten  Gebiets  der  Iron  Mountains  in  Kalifornien  gefunden 
(Baker et al.,  2006).  Von  diesen  ultrakleinen  Archaea  sind  bisher  5  verschiedene  Gruppen 
bekannt.  Jedoch existierten von  ihnen bisher ausschließlich elektronenmikroskopische und 
fluoreszenzmikroskopische  Bilder  und  darüber  hinaus  Metagenomauswertungen  von 
ARMAN‐2,  4‐  und  ‐5. Aus  diesen Daten wurde postuliert,  dass  sie  aerob  leben, wobei  der 
Zentralstoffwechsel, ebenso wie die Frage nach einer potentiellen Abhängigkeit von anderen 
Mitgliedern der Konsortien, wie sie für N. equitans und N. acidilobi beschrieben sind, bisher 
weitgehend  ungeklärt  blieben.  Für  genauere  Analysen  des  Wachstumsverhaltens  und 
möglicher Interaktionen mit anderen Mikroorganismen sind Kultivierungsversuche im Labor 
unbeding notwendig.  
In  dieser  Arbeit  wurde  ein  Konsortium  aus  acidophilen  Archaea  angereichert,  sowohl 
physiologisch  als  auch  bioinformatisch  charakterisiert  und  einzelne  Organismen  der  Ko‐








Arbeit  über  eine  454‐Sequenzierung  verifiziert.  Eine  Analyse  dieser  Sequenzierung  ergab 
sowohl  für  das  Amplifikat  der  universellen  Bacteria  Primer,  als  auch  für  die  universellen 
Archaea  Primer mit  über  95 %  eine  deutliche Dominanz  an  16S  rDNA  Sequenzen, welche 
nach  einem  Abgleich  mit  der  Datenbank  des  RDP  Classifiers  den  Thermoplasmatales 
zuzuordnen sind. Bei den universellen Archaea Primern waren sogar 99,9 % aller 16S rDNA 
Sequenzen  den  Thermoplasmatales  zugehörig.  Ein  erneuter  Abgleich  einzelner 
Beispielsequenzen mit der aktuellen NCBI‐Datenbank ergab für 0,1 % der Sequenzen, welche 
mit  Bacteria‐Primern  amplifiziert  wurden  und  0,9  %  der  Sequenzen  mit  Archaea‐Primern 
eine 100 %‐ige Übereinstimmung zu Cuniculiplasma divulgatum, welcher zum Zeitpunkt der 
454‐Analyse  noch  nicht  isoliert  war.  Der  Rest  der  den  Thermoplasmatales  zugehörigen 




Amplifikation  von  Sequenzen  zugehörig  zu  den  „Micrarchaeles“  durch  Verwendung  der 
Bacteria  Primer.  Der  geringe  Prozentsatz  kann  auf  eine  ungenügende  Passfähigkeit  der 
Primer  zu  den  Micrarchaeles‐Sequenzen  zurüchgeführt  werden,  welche  bis  zu  drei 




CARD‐FISH  Bilder  bestätigten  die  Präsenz  von  Archaeen  und  auch  ARMAN‐verwandten 
Organismen  in  den  Kulturen,  wobei  keine  Bacteria  mehr  detektiert  werden  konnten. 




Nachdem die Kulturen nach ca. 2,5  Jahren ein  recht  stabiles Wachstumsverhalten  zeigten, 




Eine  taxonomische  Auswertung  der  einzelnen  Contigs  über  Taxator‐tk  unterstreicht  die 
Ergebnisse  der  vorangegangenen  454‐Sequenzierung.  So  konnten  mit  über  80  %  die 




nur  bis  zur  Domäne  der  Archaea  taxonomisch  eingeordnet  werden.  Dies  kann  darauf 
zurückgeführt werden, dass ARMAN‐zugehörige Sequenzen nur bis zur Domäne der Archaea 
zuverlässig  über  die  Taxator‐tk  Software  eingeordnet  werden  konnten,  da  in  den 
öffentlichen Datenbanken bisher zu wenige Referenzgenome hinterlegt sind. Dass keine dem 




Die  den  Genomen  zugehörigen  16S  rDNA  Sequenzen  konnten  mit  den  vorangegangenen 
Analysen  übereinstimmend  drei  unterschiedlichen  Archaea  zugeordnet  werden.  Ein 
Organismus,  bezeichnet  als  A_DKE,  zeigte  mit  einer  99  %‐igen  Übereinstimmung  der 
16S rDNA Sequenz eine nahe Verwandtschaft zu ARMAN‐1. Die Gruppe der ARMAN wurde 
2006 von Baker et al. das erste mal in der Richmond Mine des Iron Mountain in Kalifornien 
entdeckt.  Zwar  ist  diese Mine  ebenfalls  eine  ehemalige  Pyritmine mit  enstehendem AMD 
Diskussion 
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wie  in Drei Kronen und Ehrt  (DK&E),  jedoch herrschen dort extremere Bedingungen als  in 
der Mine  im Harz, aus der die hier untersuchten Anreicherungskulturen stammen. So  sind 
die  Temperaturen  der  Richmond  Mine  mit  30  °C  bis  59  °C  deutlich  höher  als  die 
Temperaturen  in DK&E,  in welcher nur 13  °C bis 16  °C gemessen wurden  (Druschel et al., 
2004; Ziegler, 2013). Des Weiteren sind die Minenwässer der Richmond Mine mit einem pH‐
Wert  von  0,5‐1,5  deutlich  saurer  als  die  in  DK&E,  wo  die  Wässer,  welche  die  dort 
vorkommenden Biofilme durchfließen, einen pH‐Wert von ~2,5 aufweisen. Beide Standorte 
bilden  jedoch  einen  Lebensraum  für  ARMAN‐verwandte  Organismen.  Ein  zweiter 
detektierter  Organismus  ist  nächstverwandt  zu  Thermogymnomonas  acidicola  und 
Cuniculiplasma divulgatum, hier bezeichnet als B_DKE. Mit knappen 92 % Übereinstimmung 




zwischen  10  °C  und  48  °C  und  einem  pH‐Wert  von  0,5  bis  4,0,  was  den  Konditionen  der 
DK&E‐Mine  und  den  Wachstumsbedingungen  der  Anreicherungskulturen  entspricht. 
T. acidicola  hingegen wächst  bei  Temperaturen  von  38  °C  bis  68  °C.  Dies  entspricht  einer 
deutlich höheren als der in DK&E vorherrschenden Temperatur.  
Vergleicht  man  die  Anzahl  der  gemappten  Reads  der  einzelnen  Genome miteinander,  so 
stellen A_DKE und B_DKE mit Abstand die dominanten Vertreter der Ko‐Kulturen dar. Die 
unterschiedliche Verteilung  innerhalb der Replikate  kann darauf  zurückzuführen  sein, dass 










Mit  ca.  1  Mbp  hat  A_DKE  das  kleinste  Genom  der  in  den  Anreicherungskulturen 
vorkommenden  Organismen  und  ist  damit  ebenso  groß  wie  die  bisher  veröffentlichten 
Genome von ARMAN‐2, ‐4 und ‐5 (Baker et al., 2010). Die publizierte Vollständigkeit dieser 
Genome ist mit bis zu 99 % deutlich höher, als die des hier rekonstruierten Genoms, welches 
eine  Vollständigkeit  von  knapp  82  %  aufweist.  Jedoch  wurde  die  Vollständigkeit  dieser 
Gemone  mit  einer  älteren  Methode  berechnet,  welche  die  Existenz  von  40  festgelegten 
Markergenen  prüft  (Raes  et  al.,  2007).  Die  Vollständigkeit  der  hier  analysierten  Genome 
wurde über CheckM berechnet, welches weitaus mehr und spezifischere Markergene nutzt, 
abhängig von der Position eines Genoms innerhalb eines Referenz‐Stammbaumes (hier 150 
für  ARMAN  bzw.  188  für  B_DKE  und  C_DKE)  (Parks  et  al.,  2015).  Analysiert  man  die 
verfügbaren Genome von ARMAN‐2, ‐4 und ‐5 mit CheckM auf ihre Vollständigkeit, so erhält 
man  ebenfalls  weitaus  geringere  Werte  mit  84,3  %,  68,4  %  und  77  %.  Da  die  ARMAN 
phylogenetisch  sehr  weit  von  bisher  bekannten  Archaeen  clustern,  ist  dieser  niedrige 
Prozentsatz  der  Vollständigkeit  wahrscheinlich  auf  das  Fehlen  von  Markergenen  in  den 
ARMAN‐Genomen zurückzuführen und entspricht nicht dem absoluten Wert.  
Das Genom von B_DKE hingegen weist einen sehr hohen Wert von 98,6 % auf und ist somit 
fast  komplett.  Die  Rekonstruktion  des Genoms  von  C_DKE  ergab mit  einer  Vollständigkeit 
von  86,3  %  jedoch  einen  deutlich  niedrigeren  Wert.  Vergleicht  man  zusätzlich  die 
Genomgröße von C_DKE (1,6 Mbp) mit denen der beiden bisher bekannten Cuniculiplasma 
Stämme (1,87 Mbp und 1,94 Mbp) (Golyshina et al., 2016) und dem von GPlasma (1,83 Mbp) 
(Yelton et al.,  2013),  so wird deutlich, dass das  rekonstruierte Genom von C_DKE deutlich 
kleiner  ist.  Die  tatsächliche  Genomgröße  von  C_DKE,  berechnet  aus  den  86,3  % 
Vollständigkeit,  läge  bei  1,85  Mbp  und  würde  damit  den  Genomgrößen  der  anderen 
Cuniculiplasma Stämme nahe kommen. Aus diesen Daten wird deutlich, dass für C_DKE nicht 
das ganze Genom rekonstriert werden konnte und ca. 15 % fehlen. Auch die Anzahl der  in 
C_DKE  detektierten  Gene  unterstreicht  diese  Annahme,  da  sie  mit  1556  Genen  deutlich 
niedriger  als  die  der  beiden Cuniculiplasma  Stämme  und GPlasma, mit  über  1900  Genen, 
liegt. 
Die Gendichte der analysierten Genome von B_DKE und C_DKE  ist mit 87,4 % und 89,2 % 









Ein  Vergleich  der  Genome  der  in  den  Anreicherungskulturen  vorkommenden  Archaea mit 
den Genomen  ihrer nächstverwandten Organismen  (Abb. 4‐5) macht deutlich, dass A_DKE 
ähnlich viele Genfamilien besitzt wie ARMAN‐2, wohingegen das Genom von ARMAN‐4 eine 
geringere  Anzahl  aufweist.  Im  Verleich  zu  den  Thermoplasmatales  haben  die  ARMAN  in 
Konsistenz  mit  ihrer  kleineren  Genomgröße  insgesamt  auch  weniger  Genfamilien.  Das 
Genom von C_DKE wiederum zeigt eine geringere Anzahl an Genfamilien als Cuniculiplasma 
divulgatum  S5,  was  auf  die  Unvollständigkeit  des  rekonstruierten  Genoms  zurückgeführt 
werden kann. B_DKE hingegen hat mit Ausnahme von T. acidicola, welcher sich deutlich von 
den  anderen  Thermoplasmatales  unterscheidet,  zusammen  mit  C.  divulgatum  und 
F. acidarmanus  die  meisten  Genfamilien.  Auch  bei  der  Verteilung  der  Genfamilien  am 
Gesamtgenom unterscheiden  sich  die  ARMAN  stark  von  den  Thermoplasmatales,  was  auf 
ihre entfernte Verwandtschaft zurückgeführt werden kann. Die unterschiedliche Verteilung 
mancher  Genfamilien  in  C_DKE  und  C.  divulgatum  hingegen  kann  ein  Hinweis  auf  einen 
neuen  Stamm  innerhalb  der  Art  hinweisen.  Das  auf  dem Anteil  der  geteilten Genfamilien 
hierarchisch  clusternde  Dendrogramm  bestätigt  die  nahe  Verwandtschaft  von  B_DKE  zu 
T. acidicola, wobei C. divulgatum hingegen recht weit entfernt culstert. 
Des Weiteren wird aus der Abbildung deutlich, dass sich die ARMAN vergleichsweise wenig 
Genfamilien  mit  den  Thermoplasmatales  teilen,  was  wiederum  auf  ihre  entfernte 
Verwandtschaft  hindeutet.  Auch wird  die  enge  Verwandtschaft  von  A_DKE  und  ARMAN‐2 
deutlich,  welche  bereits  über  den  Stammbaum  der  16S  rDNA  Sequenzen  sichtbar  war. 
ARMAN‐4  und  ‐5  grenzen  sich  auch  hier  als  „Parvarchaea“  von  den  „Micrarchaea“  ab,  zu 
denen  ARMAN‐2  gezählt  wird.  Dies  unterstreicht  auch  der  Vergleich  der  GC‐Gehalte   
(Abb. 4‐6),  die  in ARMAN‐2 und A_DKE sehr ähnlich und  im Vergleich  zu ARMAN‐4 und  ‐5 
deutlich  erhöht  sind.  A_DKE  kann  von  den  anderen  ARMAN‐Spezies  zusätzlich  durch  227 
einzigartige  Genfamilien  abgegrenzt  werden.  Da  nur  15  der  227  Genfamilien  annotiert 





Vergleicht  man  den  Zentralmetabolismus  der  unterschiedlichen  ARMAN‐Spezies 
untereinander, so wird deutlich, dass sich A_DKE mit seinem Zuckermetabolismus von den 
bisher  sequenzierten  ARMAN  abgrenzt.  So  konnten  in  A_DKE  keine  proteincodierenden 




aus  der Umgebung  aufnehmen muss.  Im Gegensatz  dazu wurde  für  ARMAN‐4  und  ‐5  der 
Pentosephosphatweg  beschrieben  und  eine  unvollständige  Glykolyse  in  ARMAN‐2 




unterscheiden  sich  stark  von  denen  in  Bakterien  und  können  besondere 
Zusammensetzungen aufweisen, die meist noch nicht vollständig entschlüsselt sind (Schäfer 
et  al.,  1999).  Trotzdem  kann  aus  den  bioinformatischen  Daten  auf  die  Existenz  einer 
NADH‐Dehydrogenase,  einer  Succinatdehydrogenase  und  einer  ATP‐Synthase  im  A_DKE 
Genom geschlossen werden. Obwohl A_DKE ausgehend von diesen Daten anscheinend nur 
zu  eingeschränkten  Stoffwechselleistungen  befähigt  ist,  grenzt  er  sich  durch  das 
Vorhandensein eines vollständigen Citratzyklus vom parasitisch lebenden N. equitans ab, in 
dessen  Genom  keiner  der  zentralen  Stoffwechselwege  gefunden  wurde  (Waters  et  al., 
2003).  Für  N.  acidilobi  hingegen  ist  eine  fast  vollständige  Gluconeogenese/Glykolyse 
beschrieben,  wobei  unklar  ist,  ob N.  acidilobi  die  Glykolyse  ablaufen  lassen  kann  (Wurch 
et al.,  2016).  Desweiteren  sind  die  Bestandteile  der  Elektronentransportkette  in  den 
Genomen beider ultrakleiner Archaea entweder überhaupt nicht detekierbar oder aber noch 








der  nötige  Elektronenakzeptor  bis  dato  unbekannt  ist.  Insofern  die Anreicherungskulturen 
unter Sauerstoffausschluss inkubiert wurden, ist ein anaerober/mikroaerober Lebensstil für 
A_DKE  möglich.  Da  aber  keine  Hinweise  für  einen  fermentativen  Stoffwechsel  gefunden 
wurden,  kommen  als  Elektronenakzeptoren,  welche  im  Kultivierungsmedium  vorhanden 
sind,  nur  Fe(III)  oder  Sulfat  infrage.  Eine weitere Möglichkeit  wäre  ein  Elektronentransfer 
zwischen den unterschiedlichen Mitgliedern der Ko‐Kulturen. Zusammenfassend kann davon 
ausgegangen  werden,  dass  ARMAN  einen  in  ihrer  Gesamtheit  bisher  unbekannten 








dass  C_DKE,  trotz  des  reduzierten Genoms,  80  einzigartige  Genfamilien  besitzt,  welche  in 
C. divulgatum nicht zu finden sind. Dies deutet auf einen neuen Stamm hin.  
B_DKE  hingegen  zeigt  einen  höheren  GC‐Gehalt  und  eine  deutlich  niedrigere  Anzahl  an 
Genen, die mit den anderen drei Thermoplasmatales geteilt werden. Auch die hohe Anzahl 
an  einzigartigen  Gefamilien  von  B_DKE,  die  fast  die  Hälfte  der  im  Genom  detektierten 
Genfamilien im Vergleich zu C_DKE und T. acidicola ausmacht, unterstreichen die vorherigen 




Der  Zentralstoffwechsel  in  B_DKE  und  C_DKE  ist  vergleichbar mit  dem anderer Mitglieder 
der Thermoplasmatales. So wurden alle proteincodierenden Gene  für den nicht‐oxidativen 
Pentosephosphatweg gefunden, welcher auch  in anderen Thermoplasmatales  zu  finden  ist 
(Bräsen  et  al.,  2014).  Das  Fehlen  des  Schlüsselenzyms  KD(P)GA  für  den  nicht‐
phosphorylierten  Entner‐Doudoroff  Weg  (ED)  in  C_DKE  hingegen  erscheint  daher 





und  GPlasma  scheinen  Zucker  über  diesen  Stoffwechelweg  abzubauen  (Golyshina  et  al., 
2016; Yelton et al., 2013) und auch  in Genomen unkultivierter Thermoplasmatales wurden 
Gene zugehörig zum ED Weg detektiert (Yelton et al., 2013). Daher kann das Fehlen des ED 
Weges  als  atypisch  für  die  Thermoplasmatales  und  auch  die  Familie  der 




Gluconeogenese  sind  bis  auf  die  Fructose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase  (FBP  Aldolase)  alle 
notwendigen Enzyme codiert. Dieser Umstand trifft auf die meisten archaeellen Genome zu, 
inklusive der von T. acidophilum (Ruepp et al., 2000), P. torridus (Fütterer et al., 2004) und 
C. divulgatum  (Golyshina  et  al.,  2016).  Say  und  Fuchs  entdeckten  im  Jahr  2010  eine 
bifunktionelle  FBP‐Aldolase‐Phosphatase,  welche  einen  unidirektionalen  Weg  der 
Gluconeogenese  garantiert  und  in  fast  allen  Gruppen  der  Archaea  zu  finden  ist.  Sie 
postulierten  daher,  dass  die  FBP‐Aldolase‐Phosphatase  das  ursprüngliche 
gluconeogenetische Enzym darstellt. Ein entsprechendes Gen wurde sowohl im Genom von 
B_DKE, als auch in C_DKE und sogar in GPlasma (Golyshina et al., 2016) gefunden.  
Die  Gene  für  den  Citratzyklus  sind  vollständig  in  den  Genomen  von  B_DKE  und  C_DKE 
enthalten,  wohingegen  in  C.  divulgatum  keine  2‐Oxoglutarat  Dehydrogenase,  Fumarat‐
Reduktase  und  Fumarase  gefunden wurden  (Golyshina  et  al.,  2016).  Laut  Golyshina  et  al. 
könnten  die  fehlenden  Enzyme  durch  Enzyme,  welche  ähnliche  Reaktionen  katalysieren, 
ersetzt werden.  Des Weiteren wurden mit der Succinat Dehydrogenase/Fumarat‐Reduktase 
und der 2‐Oxoglutarat/2‐Oxoacid‐Ferredoxin‐Oxidoreduktase zwei Schlüsselenzyme für den 
reduktiven  Citratzyklus  detektiert,  wobei  aber  das  dritte  Schlüsselenzym,  die  ATP‐Citrat‐
Lyase in allen drei analysierten Genomen fehlt.  
Enzyme  für  die  Elektronentransportkette  sind  mit  einer  NADH‐Dehydrogenase,  einer 






kann  (Schäfer  et  al.,  1999).  Den  Komplex  III  der  Atmungskette  betreffend  besitzen  beide 
Thermoplasmatales  ein  codierendes  Gen  für  ein  Rieske/FeS  Protein,  welches  die 
charakteristische  Komponente  des  Komplex  III  darstellt  und  darüberhinaus  in  B_DKE  ein 
Gencluster  mit  einem  Cytochrom‐b6‐ähnlichen  Protein  bildet.  Zusammen  können  sie  die 
Funktion  des  Komplex  III  einnehmen  (Schäfer et  al.,  1999).  Dennoch  bleibt  ungeklärt, wie 
diese  unvollständige  Elektronentransportkette  an  die  Reduktion  des  im  Medium 








Generell  wurden  alle  Enzyme,  welche  für  die  zentralen  Stoffwechselwege  identifiziert 
wurden,  auch  in  A_DKE  exprimiert.  Da  nur  6  der  20  am  höchsten  exprimierten  Gene 
annotiert werden konnten, kann hieraus leider keine Aussage über potentielle metabolische 
Reaktionen getroffen werden.  Einzig die Glutamatdehydrogenase  ist  sehr hoch exprimiert, 
wodurch  Glutamat  eine  Kohlenstoff‐  und  Energiequelle  für  A_DKE  darstellen  könnte.  Das 
Enzym  katalysiert  die  Reaktion  von  Glutamat  zu  2‐Oxoglutarat,  einem  Intermediat  des 
Citratzyklus, und umgekehrt.  
Auch  für  B_DKE  und  C_DKE  konnten  alle  Enzyme  der  zentralen  Stoffwechselwege  im 
Transkriptom wiedergefunden werden. Ebenfalls ist die Glutamatdehydrogenase recht hoch 
exprimiert  und  damit  übereinstimmend  sind  auch  die  Enzyme  des  Citratzyklus  höher 
exprimiert, als die des ED Weges. Die Frage nach der Variante des ED Weges in B_DKE bleibt 
jedoch  schwierig  zu  beantworten.  So  wird  neben  den  Enzymen  für  den  nicht‐
phosphorylierten  Weg  auch  die  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat‐Dehydrogenase  des  semi‐
phosphorylierten  Weges  exprimiert.  Da  das  Schlüsselenzym,  die  2‐keto‐3‐desoxy‐
(Phospho)Gluconat‐Aldolase  (KD(P)GA)  sowohl  die  phosphorylierte,  als  auch  die  nicht‐




Unter  den  20  höchst‐exprimierten  Genen  sind  sowohl  in  B_DKE  als  auch  in  C_DKE 
codierende  Gene  für  Proteine  gegen  oxidativen  Stress  und  welche  für  die 
Elektronentransportkette  zu  finden.  Die  hohen  Expressionsraten  der  Sauerstoffstress‐





in  der  exponentiellen  Phase  die  Zellzahlen  von  A_DKE  als  auch  der  Thermoplasmatales 
deutlich anstiegen, wobei sich die Zellzahlen zu allen Zeitpunkten recht ähnlich waren. Erst 
am Ende der exponentiellen Phase ist eine Dominanz der Thermoplasmatales zu erkennen. 
Während  der  Kultivierungen  war  stets  das  ausschließliche  Auftreten  der  A_DKE  Zellen  in 
Aggregaten  aus  Thermoplasmatales  zu  beobachten.  A_DKE  Einzelzellen waren  sehr  selten 
und  auch  nur  in  Stadien mit  sehr  hoher  Zelldichte  zu  erkennen.  So  überlagerten  sich  die 
CARD‐FISH  Bilder  der  Färbungen  für  A_DKE  und  für  die  Thermoplasmatales  in  den 
angefärbten Zell‐Aggregaten in den meisten Fällen fast vollständig (Abb. 4‐10). Bezieht man 
nun  die  Ergebnisse  der  bioinformatischen  Daten mit  in  diese  Beobachtungen  ein,  welche 
eine Zucker‐bedingte Abhängigkeit von A_DKE indizieren, so kann aus der Annahme, dass die 
Aggregate aus extrapolymerer Matrix aufgebaut sind und dass weiterhin diese Matrizen eine 
hohe  Konzentration  an  Zuckerbausteinen  enthalten  (Flemming  und  Wingender,  2010) 
postuliert werden, dass das Wachstum in Zell‐Aggregaten aus Thermoplasmatales für A_DKE 
entscheidend  für  deren  Versorgung  mit  Zuckern  ist.  Dies  wird  durch  die  Beobachtung 
gestützt,  dass  A_DKE  niemals  in  Kulturen  detektiert  werden  konnte,  in  denen  die 
Thermoplasmatales  keine  Aggregate  bildeten.  Ob  die  Aggregatbildung  von  B_DKE 
stressbesingt ist oder durch A_DKE induziert wird, bleibt hingegen zu klären. Vergleicht man 
dieses  Wachstumsverhalten  mit  dem  als  nahrungsabhängigen  Parasiten  beschriebenen 
Nanoarchaeum  equitans,  so  wird  deutlich,  dass  sich  das Wachstumsverhalten  der  beiden 
ultrakleinen  Archaeen  deutlich  voneinander  unterscheidet.  So  zeigt  eine Wachstumskurve 
von  N.  equitans  und  seinem  Wirt  Ignicoccus  hospitalis,  dass  das  Nanoarchaeum  zwar 
ebenfalls  eine  lange  Lag‐Phase  aufweist,  im  Gegensatz  zu  A_DKE  aber  erst  in  die 





Einzelzelle  und  zeigt  vermehrt  direkt  angelagerte  N.  equitans  Zellen.  Die 
Wachstumsexperimente der beiden Archaeen lassen vermuten, dass N. euqitans seinen Wirt 
entweder  direkt  tötet  oder  aber  sich  von  toten  I.  hospitalis  Zellen  ernährt.  Ein  solches 
Verhalten  wird  für  A_DKE  nicht  erwaret,  da  sich  die  Zellzahlen  von  A_DKE  und  den 
Thermoplasmatales  in  allen  Wachstumsphasen  kaum  voneinander  unterschieden.  Damit 





gegeben  wurden,  könnte  auf  eine  erhöhte  Fitness  von  B_DKE  zurückzuführen  sein.  Da 
Anfangs  vier  unterschiedliche  Antibiotika  Anwendung  fanden,  könnte  B_DKE  dadurch  in 
seinem Wachstum gehemmt worden sein, wodurch C_DKE seine Nische im Konsortium fand. 






Kulturen  erkennbar.  So  treten  die  bei  18  °C  inkubierten  Kulturen  am  spätesten  in  die 
exponentielle  Phase  ein  und  auch  auf  den  CARD‐FISH  Bildern  ist  eine  deutlich  geringere 
Zellzahl  zu  Anfang  der  Kultivierungszeit  zu  erkennen.  Die  deutlich  erhöhten 
Eisenreduktionsraten bei 30 °C und 37 °C legen eine optimale Wachstumstemperatur der in 
den  Kulturen  vorkommenden  Archaeen  von  über  22  °C  dar,  was  der  durchschnittlichen 
Temperatur im Labor entspricht. 30 °C scheint die optimale Wachstumstemperatur mit der 
höchsten  Eisenreduktionsrate  darzustellen,  bei  der  schon  nach  der  Hälfte  der 
Kultivierungszeit  das  Eisen  fast  vollständig  reduziert war.  Allerdings  ähnelt  auch  die  Kurve 




hohe  Inkubationstemperatur  zurückzuführen  sein.  Betrachtet man  die  zugehörigen  CARD‐













Wachstumsrate  der  Archaeen  hin.  Warum  die  Kulturen  mit  vorher  inkubiertem  Pilz  eine 
höhere  Ausgangskonzentration  an  Fe(II)  zeigten,  ist  bisher  nicht  geklärt.  Aus 
Wachstumsversuchen von A. acidophila in Picrophillus‐Medium geht jedoch hervor, dass der 
Pilz nicht in der Lage ist das Eisen zu reduzieren. Trotz allem wird aus den Wachstumskurven 
ein  Zusammenhang  zwischen  der  Wachstumsrate  der  Archaea  und  dem  eingesetzten 
Medium  deutlich  (Abb.  4‐12).  So  ist  die  Kurve  der  Eisenreduktionsrate  des  autoklavierten 
Überstandsmediums,  trotz  der  erhöhten  Anfangskonzentration  an  Fe(II)  mit  der  der 
Kontrolle vergleichbar. Der Steigungswinkel der Kurve mit  filtriertem Medium hingegen  ist 
deutlich  steiler. Dies weist auf einen von A. acidophila  produzierten,  temperatursensitiven 





Pilzüberstand  durchgeführt  werden.  Ein  weiteres  Indiz  für  diese  These  ist  eine  stets 
vollständige  Auflösung  der  in  den  Kulturen wachsenden  Pilzhyphen  nach  einigen Wochen 
des Wachstums.  Daher  wäre  eine weitere  Erklärung,  dass  die  Archaea  nicht  nur  von  den 
Diskussion 
‐	99	‐	
Stoffwechselprodukten  von  A.  acidophila  profitieren,  sondern  diesen  möglicherwiese  als 
Saprophyten abbauen.  




Die  angewendeten  Isolierungsstrategien  führten  bisher  nur  bedingt  zum  Erfolg.  So  ist  ein 
Erklärungsansatz  für  das  ausbleibende  Wachstum  der  Verdünnungsreihen  das  mögliche 
Unterschreiten der kritischen Zelldichte, ohne die eine Vermehrung der Zellen nicht weiter 
stattfindet.  Dies  kann  auf  mögliche  Quorum  Sensing  Prozesse  zurückzuführen  sein 
(Waters und  Bassler,  2005).  Unterstützt  wird  diese  Theorie  durch  das  ebenfalls  extrem 
verlangsamte  bzw.  ausbleibende  Wachstum  der  Ko‐Kulturen  nach  Filtration  über 
Spritzenvorsatzfilter mit den unterschiedlichen eingesetzten Porengrößen (Kapitel 3.1.4). So 





Überraschend  war  jedoch,  dass  auch  der  Pilz  in  den  über  Filtern mit  0,45  µm  und  sogar 
0,2 µm  Porengröße  filtrierten  Anreicherungskulturen  wieder  anwuchs.  Dies  könnte  auf 
instabile  Filtermembranen  zurückzuführen  sein,  welche  bei  der  Filtration  möglicherweise 
gerissen  waren.  Nach  Rücksprache  mit  Mitarbeitern  der  DSMZ  (Deutsche  Sammlung  von 
Mikroorganismen  und  Zellkulturen  GmbH)  sei  es  nicht  ungewöhnlich,  dass  trotz 
Sterilfiltration Pilze in den vermeintlich sterilen Medien wieder anwachsen. 
Jedoch  gelang  die  Elimination  des  Pilzes  durch  eine  Filtration  durch  einen  0,45  µm 
Spritzenvorsatzfilter aus einer Kulktur, die laut PCR‐Analysen keine anderen Archaeen außer 







können mit  der  Reinkultur  vergleichende Wachstumskurven mit  der  Ko‐Kulutr  aus  A_DKE 
und B_DKE gestartet werden, um so weitere Einblicke in die mögliche Interaktion der beiden 
Archaeen zu erlangen.  
Die  bisher  gescheiterten  Isolierungsversuche  über  verfestigte  Medien  könnten  auf  eine 
mögliche Sensitivität der Archaea gegenüber organischen Substanzen zurückzuführen sein, 
wie sie für die meisten Acidophilen beschrieben ist. Die verwendeten Substanzen bestehen 
zwar  aus  weniger  diversen  Komponenten  als  üblicherweise  verwendeter  Agar  und  auch 
Isolierungs‐ und Wachstumsversuche mit anderen Vertretern der Thermoplasmatales waren 
mit Stärke und PhytaGel bereits erfolgreich (Schleper et al., 1995; Segerer et al., 1988; Itoh 
et  al.,  2007).  Trotz  allem  könnten  weitere  Versuche mit  Silikagel,  welches  ein  vollständig 
anorganisches  Verfestigungsmittel  darstellt  (Kingsbury  und  Barghoorn,  1954),  eher  zum 
Erfolg  führen.  Aber  auch  die Nutzung  von Double‐Layer  Platten  (Johnson  und McGinness, 
1991),  in  welche  ein  die  organischen  Substanzen  abbauendes  Bakterium  oder  Archaeum 
eingegossen wird, oder aber Shake Rolls, bei denen die zu isolierenden Organismen direkt in 
das  verfestigte  Medium  eingegossen  werden,  wären  denkbare  Ansätze.  Bei  all  diesen 




dichte  Biofilme  aus  B_DKE  erkennbar.  Des  Weiteren  konnten  Einzelzellen  von  A_DKE 





dem  Medium  zugesezte  Hefeextrakt  und  das  Caseinhydrolysat  fallen  bei  Zugabe  des 










einzelne  Organismen  zu  isolieren  und  die  ARMAN‐verwandten  Organismen  in  einer  Ko‐
Kultur aus nur zwei Organismen weiter anzureichern. Dies stellt die einzige bisher bekannte 
Kultur mit ARMAN‐verwandten Organismen dar. 
Eines  der  nächsten  Ziele  ist  zunächst  die  Charakterisierung  des  B_DKE  Isolats  und  die 
Anzucht im großen Maßstab. Aus diesen Kulturen könnte ein Lysat aus B_DKE‐Zellen für die 
Anreicherung und mögliche Isolierung von A_DKE gewonnen werden.  
Ein  weiteres  Ziel  ist  die  weiterführende  Anreicherung  der  in  den  Fließzellen  wachsenden 
Biofilme  aus  B_DKE  und  A_DKE,  um  diese  in  einem  nächsten  Schritt  zu  analysieren. 
Erkenntnisse des Zusammenlebens der beiden Organismen könnten dann für die Gewinnung 
einer  A_DKE  Reinkultur  genutzt  werden.  Aus  den  bisher  gewonnenen  mikroskopischen 
Daten kann erwartet werden, dass A_DKE in den Biofilmen aus B_DKE gut wachsen sollte. So 
wäre  auch  eine  punktgenaue  Probenahme  aus  einem möglichen  von  A_DKE  dominierten 
Biofilmabschnitt denkbar, welche erst  im Mikrolitermaßstab und später  in  immer größeren 
Volumina kultiviert werden würde. Eine Inkubation bei 37 °C mit B_DKE‐Lysat könnte A_DKE 





















































































































































































































































































































































































































K00134  K00024  K00033  K00036  K00239  K00232 
K00150  K00030  K00036  K00131  K00240  K00249 
K00844  K00031  K00615  K00134  K00241  K00255 
K00845  K00116  K00616  K00874  K00242  K06445 
K00850  K00164  K01057  K00927  K00244  K01692 
K00873  K00174  K01783  K01057  K00245  K13767 
K00886  K00175  K01807  K01625  K00246  K07516 
K00918  K00176  K01808  K01690  K00247  K01825 
K00927  K00177  K01810  K03738  K00330  K01782 
K01086  K00239  K06859  K07404  K00331  K00632 
K01596  K00240  K07404  K00332  K07508 
K01610  K00241  K08093  K00333 
K01622  K00242  K08094  K00334 
K01623  K00244  K13810  K00335 
K01624  K00245  K13831  K00336 























































































































































































































































































































A_DKE             
TCA             
contig‐
1000030 
59743  60903  Citratsynthase  K01647  1,1  2.3.3.1 
contig‐
1000030 
56805  59603  Aconitase  K01681  3,2  4.2.1.3 
contig‐
21000035 






































             





           
contig‐
44000010 







             

































             







             
Fettsäure‐
abbau 











           












































































Komplex III             
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Komplex IV             
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 








































































26526  27791  Glutamat‐Dehydrogenase  K00261  4,9  1.4.1.3 
             
B_DKE             
TCA             
contig‐
2000035 
15753  16907  Citratsynthase  K01647  39,5  2.3.3.1 
contig‐7  43083  45779  Aconitase  K01681  22,4  4.2.1.3 
contig‐
1000033 

































contig‐7  113814  115187  Fumarat‐Hydratase Klasse II  K01679  39,1  4.2.1.2 
contig‐31  24521  25495  Malat‐Dehydrogenase  K00024  30,2  1.1.1.37 
             
Gluconeo‐
genese 












































             




























65718  67016  Glycerat 2‐Kinase  K11529  1,3  2.7.1.165 











             












28105  29058  Transketolase  K00615  11,3  2.2.1.1 
contig‐
2000035 






















             
Fettsäure 
abbau 







35287  36411  Acyl‐CoA‐Dehydrogenase  K00249  72,9  1.3.8.7 
contig‐15  1722  2900  Acetyl‐CoA‐Acetyltransferase  K00632  9,2  2.3.1.16 






           






























































































































































           
contig‐37  14092  15372  Glutamat‐Dehydrogenase  K00261  170,7  1.4.1.3 
             
C_DKE             



























































contig‐35  189411  190775  Fumarat‐Hydratase Klasse II  K01679  3,9  4.2.1.2 
contig‐
38000030 
897362  898330  Malat‐Dehydrogenase  K00024  14,2  1.1.1.37 
             
Gluconeo‐
genese 


















































             








































             


















523220  524176  Transketolase  K00615  2,3  2.2.1.1 
contig‐
38000030 





























             
Fettsäure 
abbau 


















contig‐35  209038  210243  Acetyl‐CoA‐Acetyltransferase  K00632  2,1  2.3.1.16 
contig‐35  79051  80313  Acetyl‐CoA‐Acetyltransferase  K00626  8,2  2.3.1.9 




           





























































































Komplex III             
‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 




















































             
















           
contig‐
38000030 







































































































































































This	 study	 describes	 the	 laboratory	 cultivation	 of	 ARMAN	 (Archaeal	 Richmond	 Mine	
Acidophilic	Nanoorganisms).	After	2.5	years	of	successive	transfers	in	an	anoxic	medium	
containing	 ferric	 sulfate	 as	 an	 electron	 acceptor,	 a	 consortium	 was	 attained	 that	 is	

















The	question	 of	 the	 smallest	 autonomous	 living	 cell	 is	 an	 intensely	 discussed	 topic	 in	
microbiology.	In	1999,	the	Steering	Group	for	the	Workshop	on	Size	Limits	of	Very	Small	
Microorganisms	 defined	 the	 lower	 theoretical	 limit	 for	 an	 autonomous	 living	 cell	
inhabiting	 all	 necessary	 components	 to	 0.008	 ‐	 0.014	 µm³	 (Steering	 Group	 for	 the	
Workshop	 on	 Size	 Limits	 of	 Very	 Small	 Microorganisms,	 National	 Research	 Council,	
1999).	 Early	 findings	 of	 ultra‐small	 microorganisms,	 e.g.	 “ultramicrobacteria”	 in	 sea‐
water(Torrella	and	Morita,	1981)	and	“dwarf	cells”	or	“nanobacteria”	in	soils(Bae	et	al.,	
1972;	 Folk,	 1993),	 and	 the	 question	 of	 the	 potential	 medical	 relevance(Kajander	 and	
Ciftcioglu,	1998)	of	some	of	these	cells	were	the	starting	point	and	motivation	for	a	new	
research	direction.	Nevertheless,	some	of	these	nanobacteria	were	questioned	later	for	
being	 microcrystalline	 apatite(Cisar	 et	 al.,	 2000)	 or	 microbial	 starvation	
forms(Kjelleberg,	1993).	Still,	there	are	several	organisms	with	cell	sizes	close	to	or	even	




16S	 rRNA	 genes	 of	 the	 organisms	 has	 revealed	 that	 the	 enriched	 small	 or	 ultra‐small	
microbes	 belong	 to	 candidate	 divisions	 that	 are	 widespread	 in	 nature	 but	 lack	 any	
cultured	representative(Miyoshi	et	al.,	2005),(Luef	et	al.,	2015).	Luef	et	al.	 (2015)	even	
hypothesized	 that	 it	 might	 be	 a	 general	 characteristic	 of	 previously	 uncultivable	
bacterial	phyla	that	the	organisms	belonging	to	these	phyla	are	small(Luef	et	al.,	2015).	
Thus	 far,	 isolated	 ultramicrobacteria	 belong	 to	 different	 phyla	 including	
Actinobacteria(Hahn	 et	 al.,	 2003),	 Bacteroidetes(Suzina	 et	 al.,	 2011)	 or	
Alphaproteobacteria(Rappé	 et	 al.,	 2002;	 Duda	 et	 al.,	 2009).	 They	 have	 cell	 volumes	
Anhang 
‐	131	‐	
between	 <0.1	 µm³	 and	 <0.004	 µm³,	 and	 their	 energy	 metabolism	 is	 described	 as	
chemoorganotrophic,	 heterotrophic	 or	 facultatively	 parasitic.	 Nevertheless,	 detailed	
information	 about	 optimal	 growth	 conditions,	 ecological	 role	 and	 corresponding	
genomic	or	transcriptomic	data	are	often	not	available.		
	
Nanoarchaeum	equitans	and	 the	 recently	 cultured	 “Nanopusillus	acidilobi”	 are	 the	only	
ultra‐small	 archaea	 that	 have	 been	 cultivated	 and	 characterized	 under	 laboratory	
conditions	so	far.	The	genome	of	N.	equitans	is	only	~0.5	Mbp	in	size.	It	lacks	nearly	all	
genes	 essential	 for	 primary	 biosynthesis	 as	 well	 as	 the	 central	 and	 energy	
metabolism(Waters	 et	 al.,	 2003),	 which	 indicates	 a	 strong	 dependency	 on	 its	 host	
Ignicoccus	hospitalis.	 Interestingly,	 I.	hospitalis	 cells	 do	 not	 divide	 if	more	 than	 two	N.	
equitans	cells	infect	them.	Still,	generation	time	and	final	cell	densities	of	I.	hospitalis	are	
not	affected	by	infection(Jahn	et	al.,	2008).	Despite	the	absence	of	detectable	damage	or	
genomic	 regulatory	 changes	 to	 its	 host,	 N.	 equitans	 is	 described	 as	 a	 nutritional	
parasite(Giannone	et	al.,	 2015).	 Like	N.	equitans,	 “Nanopusillus	acidilobi”	 is	 an	obligate	
ecto‐symbiont	or	parasite	with	a	reduced	genome	(~0.6	kbp).	It	lacks	the	majority	of	the	
necessary	 genetic	 information	 for	 energy	 metabolism	 and	 primary	 biosynthetic	






metabolism(Baker	et	al.,	 2010).	This	 is	 indicative	of	 a	more	 independent	 lifestyle.	The	
ARMAN	were	 first	detected	by	Baker	et	al.	 in	2006(Baker	et	al.,	2006).	Since	then,	 five	
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different	 ARMAN	 groups	 (ARMAN‐1	 to	 ARMAN‐5)	 were	 found	 in	 acidophilic	 biofilms	
that	thrive	at	the	Richmond	Mine	localized	at	the	Iron	Mountains	in	California(Baker	et	
al.,	2010).	ARMAN‐1	and	‐2	belong	to	the	phylum	Micrarchaeota,	while	groups	‐4	and	‐5	




have	enigmatic	 tubular	 structures	of	unknown	 function(Comolli	et	al.,	 2009).	Genomic	
and	proteomic	data	assembled	from	metagenomes	of	ARMAN‐2,	‐4	and	‐5	revealed	that	
the	organisms	have	a	complete	or	nearly	complete	tricarboxylic	acid	cycle,	but	that	only	




physiological	 capabilities	 of	 the	 ARMAN	 is	 highly	 complex	 if	 not	 even	 momentarily	
impossible	 since	 25‐38%	 of	 the	 predicted	 genes	 do	 not	 match	 sequences	 in	 public	




The	 16S	 rRNA	 genes	 of	 ARMAN	 were	 also	 found	 in	 other	 ecosystems	 affected	 by	
AMD(Amaral‐Zettler	et	al.,	2011;	Méndez‐García	et	al.,	2014).	One	of	these	is	the	former	
pyrite	 mine	 “Drei	 Kronen	 und	 Ehrt”	 in	 the	 Harz	 Mountains	 in	 Germany.	 Here,	 the	











enrichment	culture.	With	 long‐term	selective	culturing	experiments,	 it	was	possible	 to	
obtain	very	low	diversity	enrichment	cultures	of	ARMAN.	These	are	dominated	by	a	not‐
yet	 cultured	 member	 of	 the	 Thermoplasmatales	 and	 an	 ARMAN‐1	 related	 organism.	








In	 2013,	 Ziegler	 et	al.	 described	 stalactite	 like	 biofilms	 that	 grow	 on	 the	 ceiling	 of	 an	
abundant	pyrite	mine	in	the	Harz	mountains	in	Germany(Ziegler	et	al.,	2013).	Organisms	









for	 potential	 methanogenic	 activity	 in	 the	 biofilm,	 which	 could	 be	 supported	 by	 the	
release	 of	 hydrogen	 from	 fermentative	microorganisms.	 A	mixture	 of	 four	 antibiotics	
was	 added	 to	 select	 for	 archaeal	 growth.	 After	 1.5	 years,	 bacteria	 could	 no	 longer	 be	
observed	 using	 CARD‐FISH	 or	 PCR‐analysis.	 Hence,	 the	 addition	 of	 antibiotics	 was	
omitted	from	this	point	onward.		
After	2.5	years,	 the	cultures	showed	a	rather	stable	behavior	and	could	be	transferred	
every	 10	 weeks.	 Ferric	 iron	 reduction	 could	 be	 observed	 using	 the	 ferrozine	 assay	
within	 the	 individual	 growth	 intervals	 of	 the	 cultures.	 Moreover,	 addition	 of	 ferric	
sulfate	 was	 necessary	 for	 archaeal	 growth.	 Therefore,	 dissimilatory	 iron	 reduction	
seems	to	be	an	important	trait	of	at	least	one	member	of	the	archaeal	community.	At	this	
point,	 CARD‐FISH	 analysis	 revealed	 the	 presence	 of	 archaea,	 ARMAN	 and	 a	 fungus	
(Supplementary	 Figure	 S1).	 Of	 note,	 the	 archaea	 probe	 does	 not	 hybridize	 to	ARMAN	
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We	 could	 reconstruct	 the	 genomes	 of	 three	 different	 archaea.	 Hence	 the	 CARD‐FISH	
analysis	 using	 the	 archaea	 probe	 displayed	 the	 presence	 of	 two	 different	 organisms.	
Supplementary	 Figure	 S2	 shows	 the	 taxonomic	 profiles	 for	metagenomes	 determined	
with	Taxator‐tk(Droege	et	al.,	2015).	These	profiles	corroborate	the	CARD‐FISH	results	
and	 reveal	 that	 the	majority	 of	 the	 available	 sequence	 (80%)	 can	be	 assigned	 to	 the	
archaea,	 while	 the	 remaining	 part	 cannot	 be	 assigned	 to	 a	 taxonomic	 group.	
Unfortunately,	we	could	not	find	clear	evidence	for	DNA	or	RNA	that	could	be	assigned	
to	 the	 fungus	 in	 the	 enrichment	 cultures,	 possibly	 because	 the	 fungus	 was	
underrepresented	at	 the	point	of	 sampling	and	due	 to	 the	robust	cell	 structure,	which	
might	 have	 hampered	 DNA‐isolation.	 The	 sequence	 data	 suggests	 a	 community	 that	
consists	 predominantly	 of	 a	 novel	 member	 of	 the	 Thermoplasmatales	 which	 is	 most	
closely	 related	 to	 Thermogymnomonas	 acidicola	 (91.6%	 identity,	 1206	 bp)	 and	
Cuniculiplasma	divulgatum	 (91.7%	 identity,	 1206	bp)	 (Supplementary	Table	 S1	 shows	
an	overview	of	most	closely	related	sequences).	Moreover,	an	organism	belonging	to	the	
ARMAN	group	was	identified.	Surprisingly,	the	ARMAN	16S	rRNA	gene	sequence	had	a	
99%	 identity	 to	 a	 sequence	belonging	 to	 the	ARMAN‐1	group	 that	was	obtained	 from	
samples	 collected	 at	 the	 Iron	 Mountains	 in	 California	 (USA)	 by	 Baker	 et	 al.	 in	
2006(Baker	 et	al.,	 2006).	 A	 third	 and	 minor	 represented	 genome	 was	 also	 detected	
(Figure	 1).	 The	 16S	 rRNA	 gene	 sequence	 within	 this	 part	 of	 the	 metagenome	 was	




2013).	 Hence,	 it	 seems	 that	 three	 archaea	 and	 a	 fungus	 together	 form	 the	 stable	
consortium	that	was	isolated	over	2.5	years	of	successive	transfers.		
In	 the	 following	 sections,	 we	 will	 refer	 to	 the	 ARMAN‐1	 organism	 as	 A_DKE	
(ARMAN_Drei_Kronen_und_Ehrt),	 to	 the	 novel	 member	 of	 the	 Thermoplasmatales	 as	
B_DKE	and	to	the	organism	with	the	perfect	match	to	the	16S	rRNA	gene	sequence	of	C.	
divulgatum	 as	 C_DKE	 (Cuniculiplasma_Drei_Kronen_und_Ehrt).	 We	 estimated	 the	
completeness	 for	genome	bins	recovered	 from	the	metagenome	samples	and	obtained	
values	of	82%	for	A_DKE,	99%	for	B_DKE	and	86%	for	C_DKE	(Supplementary	Table	S2).	
Of	 note,	 all	 available	 ARMAN‐related	 genomes	 known	 to	 date	 have	 a	 rather	 low	
predicted	genome	completeness	by	means	of	CheckM.	This	could	indicate	that	ARMANs	
lack	 certain	 genes	 previously	 assumed	 to	 be	 present	 in	 all	 archaea.	 Hence,	 the	
completeness	 of	 the	 assembled	 ARMAN	 genome	 is	 probably	 higher	 than	 82%.	 The	
expected	genome	sizes	of	the	three	organisms	are	1,	1.9	and	1.6	Mbp,	respectively.  
Using	the	genomic	sequences,	we	sought	to	determine	differences	in	the	occurrences	of	
gene	 families	 between	 A/B/C_DKE	 and	 also	 in	 comparison	 to	 available	 ARMAN	
sequences	 and	 genomes	 of	 six	 related	 members	 of	 the	 Thermoplasmatales	
(Thermoplasma	 volcanium,	 T.	 acidophilum,	 Thermogymnomonas	 acidicola,	 Picrophilus	
torridus,	 Ferroplasma	acidarmanus	and	Cuniculiplasma	divulgatum	S5)	 (Figure	 2).	 It	 is	
probably	not	surprising	that	there	were	significant	differences	in	the	overall	number	of	







A_DKE	 and	 comparison	 to	 other	 ARMAN	 genomes. ARMAN	 genomes	 contain	 on	
average	1009	+‐	69	gene	 families	(Figure	2a).	Within	the	ARMAN	genomes,	significant	
differences	were	detected	 in	 several	 functional	 gene	 families	annotated	as	 translation,	
amino	acid	metabolism	and	metabolism	of	cofactor	and	vitamins	among	others	(Figure	
3b).	 Within	 the	 four	 ARMAN	 genomes,	 we	 identified	 228	 gene	 families	 that	 together	




ARMAN	 species,	 the	 genome	 of	 A_DKE	 shows	 more	 genes	 related	 to	 benzoate	
degradation,	the	phosphotransferase	system,	the	metabolism	of	aromatic	compounds	as	
well	 as	 amino	 acid	metabolism	 and	 degradation	 (Figure	 3b).	 Based	 on	 the	 16S	 rRNA	
genes,	A_DKE	seems	to	be	most	closely	related	to	ARMAN‐2.	This	was	also	corroborated	
by	further	comparative	genome	analysis	(Fig.	3).	The	GC‐content	of	ARMAN‐2	is	rather	
similar	 to	 A_DKE,	 while	 ARMAN‐4	 and	 ‐5	 share	 lower	 GC	 values.	 	 Furthermore,	 the	
number	of	 similar	genes	–	defined	by	expected	E‐values	 lower	1e‐100	–	also	seems	to	
cluster	A_DKE	with	ARMAN‐2	while	ARMAN‐4	and	ARMAN‐5	build	 via	 that	 analysis	 a	
second	group	(Figure	3a).		Using	an	automated	assignment	of	genes	to	central	metabolic	
pathways	 using	 the	 KEGG	 database	 we	 could	 highlight	 the	 presence	 and	 similarity	
within	and	between	the	different	ARMAN	genomes.	It	seems	that	all	organisms	share	a	
similar	set	of	genes	involved	in	the	citric	acid	cycle	and	in	respiration.	In	contrary,	genes	
involved	 in	 glycolysis/gluconeogenesis,	 the	 pentose	 phosphate	 pathway,	 the	 Enter‐





Overall,	 the	 genome	 of	 A_DKE	 differs	 from	 previously	 sequenced	 ARMAN	 species	 in	
terms	of	sugar	metabolism.	Baker	et	al.	(2010)	described	a	pentose	phosphate	pathway	
for	ARMAN‐4	and	‐5	and	an	 incomplete	glycolysis	 for	ARMAN‐2(Baker	et	al.,	2010).	 In	
contrast,	 we	 could	 not	 identify	 genes	 encoding	 the	 necessary	 enzymes	 for	 the	
conversion	of	glucose	to	pyruvate.	Moreover,	we	could	identify	only	two	potential	genes	
that	could	be	involved	in	the	pentose	phosphate	pathway.	Moreover,	the	genes	encoding	
for	 key	 reactions	 of	 the	 ED	 pathway	 were	 not	 detectable	 (Supplementary	 Table	 S6).	
Hence,	there	seems	to	be	a	necessity	for	the	uptake	of	hexose	and	pentose	sugars	from	
the	 environment.	 Furthermore,	 a	 ß‐oxidation	 of	 fatty	 acids	 seems	 to	 be	 not	 possible,	
since	 the	genome	contains	only	genes	 for	a	3‐hydroxyacyl‐CoA	dehydrogenase	and	an	
acetyl‐CoA	 thiolase.	 In	 contrary,	 we	 detected	 genes	 for	 a	 complete	 tricarboxylic	 acid	
cycle	 (TCA),	 with	 the	 exception	 that	 bioinformatic	 analysis	 revealed	 so	 far	 only	 one	
subunit	of	the	succinyl‐CoA	synthetase	in	A_DKE.	Archaeal	electron	transport	complexes	
can	 have	 unusual	 compositions(Schäfer	 et	 al.,	 1999).	 Nevertheless,	 bioinformatic	
analysis	 predicts	 so	 far	 only	 the	 existence	 of	 a	 NADH‐dehydrogenase,	 a	 respiratory	
succinate‐dehydrogenase	and	an	ATP‐synthase	 in	the	ARMAN	genome.	Hence,	 it	 is	not	
clear	how	the	energy	metabolism	of	the	organism	might	 function.	While	the	citric	acid	
cycle	would	be	a	way	to	produce	ATP/GTP,	it	also	leads	to	the	production	of	reducing‐
equivalents.	 How	 these	 reducing	 equivalents	 are	 transported	 to	 an	 electron	 acceptor	
and	what	this	electron	acceptor	might	be	is	not	clear	so	far.	Our	data	suggest	an	anoxic	
life	 style.	Evidence	 for	 fermentative	pathways	was	not	 found.	Hence,	we	must	assume	
that	the	organism	can	use	either	ferric	iron	and/or	sulfate	as	electron	acceptor	(the	only	
electron	 acceptors	 present	 in	 the	 medium)	 or	 that	 it	 can	 conduct	 an	 interspecies	
electron	 transfer	 to	 one	 of	 the	 other	 community	 members.	 Therefore,	 we	 must	 also	






B_	and	C_DKE.	 A	 dendrogram	based	upon	 the	 hierarchical	 clustering	 of	 gene	 families	
shared	between	genomes	of	five	related	members	of	the	Thermoplasmatales	(Figure	2c)	
reveals	 that	B_DKE	and	C_DKE	cluster	 together	with	T.	acidicola.	The	core	genomes	of	
the	selected	Thermoplasmatales	 seem	to	consist	of	624	gene	 families	while	 the	overall	
average	number	of	detected	gene	 families	was	1,935	+‐	557.	A	search	 for	unique	gene	
families	(Figure	4c,	Supplementary	Table	S7)	in	B_DKE	compared	to	C_DKE	revealed	914	
gene	 families.	 Most	 of	 these	 were	 annotated	 as	 ABC	 transporters,	 two‐component	
systems	 or	 as	 involved	 in	 the	 oxidative	 phosphorylation	 (more	 abundant	 in	 B_DKE)	
(Figure	 4b).	 Comparative	 genome	 analysis	 corroborates	 the	 identity	 of	 the	 16S	 rRNA	
genes	of	C.	divulgatum	and	C_DKE.	This	similarity	can	also	be	observed	on	the	genome	






Both	 B_	and	C_DKE	 contain	 all	 necessary	 enzymes	 for	 pentose	 formation	 via	 the	 non‐
oxidative	 pentose	 phosphate	 pathway	 similar	 to	 other	 members	 of	
Thermoplasmatales(Bräsen	 et	al.,	 2014)	 (Supplementary	 Table	 S6).	Furthermore,	 the	
genome	of	B_DKE	contains	nearly	all	enzymes	 for	 the	branched	ED	pathway	 including	
the	 key	 enzyme	 bifunctional	 KDG‐/KDPG‐aldolase.	 Nevertheless,	 we	 could	 not	 find	 a	
corresponding	 gene	 to	 a	KDG‐kinase.	The	 genome	of	 C_DKE	 shows	all	 enzymes	of	 the	
Anhang 
‐	140	‐	
non‐phosphorylated	 variant	 of	 the	 ED	 except	 its	 key	 enzyme,	 the	 KDG‐aldolase.	
Nevertheless,	 a	 complete	 non‐phosphorylative	 ED	 was	 detected	 in	 the	 genome	 of	









this	 enzyme	 is	 missing	 in	 most	 archaeal	 genomes	 including	 Thermoplasma	
acidophilum(Ruepp	et	al.,	 2000)	 and	Picrophilus	torridus(Fütterer	et	al.,	 2004).	Results	
by	 Say	 and	 Fuchs	 (2010)	 revealed	 the	 presence	 of	 a	 bifunctional	 FBP	 aldolase‐
phosphatase	with	high	FBP	aldolase	and	FBP	phosphatase	activity,	which	guarantees	an	
unidirectional	gluconeogenesis	pathway(Say	and	Fuchs,	2010).	This	exists	 in	nearly	all	
archaeal	 groups	 and	 may	 be	 the	 putative	 ancestral	 gluconeogenic	 enzyme.	 A	
corresponding	gene	was	found	in	the	genomes	of	B_DKE	and	C_DKE,	which	likely	allows	
both	 organisms	 to	 produce	 sugar	 compounds.	 The	 key	 enzyme	 for	 glycolysis,	 the	
phosphofructokinase,	 is	 missing	 also	 in	 the	 genomic	 data	 of	 Gplasma,	 whereas	 a	
bifunctional	FBP	aldolase‐phosphatase	is	detectable(Yelton	et	al.,	2013).		
B_	 and	 C_DKE	 contain	 the	 genes	 for	 a	 complete	 tricarboxylic	 acid	 cycle	 (TCA).	 In	





functionally	 replaced	 by	 enzymes	 catalyzing	 closely	 related	 reactions	 that	 were	
predicted	by	bioinformatic	analysis.	The	presence	of	succinate	dehydrogenase/fumarate	
reductase	 and	 2‐oxoglutarate/2‐oxoacid	 ferredoxin	 oxidoreductase	 could	 also	 be	
evidence	for	the	presence	of	a	reverse	TCA	cycle	in	the	three	enriched	archaea.	Still,	the	
ATP	citrate	lyase—the	third	indicator	gene	for	the	reverse	TCA—is	missing	in	all	three	
genomes.	 Similar	 to	 the	 DKE_A	 genome,	 C_DKE	 and	 B_DKE	 do	 not	 seem	 to	 possess	 a	




Bioinformatic	 analysis	 predicts	 also	 in	 B_	 and	 C_DKE	 the	 existence	 of	 a	 NADH‐
dehydrogenase,	 a	 respiratory	 succinate‐dehydrogenase	 and	 an	 ATP‐synthase.	
Furthermore,	 B_DKE	 and	 C_DKE	 contain	 corresponding	 genes	 for	 a	 cytochrome	 c‐
oxidase	although	genetic	evidence	for	a	cytochrome	c	protein	is	lacking.	Both	contain	a	
Rieske	FeS	protein	that	is	a	characteristic	component	of	complex	III	and	it	forms	a	gene	
cluster	 in	 B_DKE	 with	 a	 cytochrome	 b6‐like	 protein	 that	 could	 have	 complex	 III	
function(Schäfer	 et	 al.,	 1999).	 In	 addition,	 at	 least	 B_DKE	 has	 a	 gene	 which	 most	
probably	encodes	a	copper	protein	belonging	to	the	plastocyanin/azurin	family,	which	
could	functionally	replace	cytochrome	c(Schäfer	et	al.,	1999).	We	currently	do	not	know	
how	 this	 electron	 transport	 core	 chain	 might	 be	 connected	 to	 ferric	 iron	 reduction,	
which	 is	catalyzed	at	 least	by	B_DKE	within	 the	community	(see	below).	Furthermore,	
we	detected	 in	 C_DKE	only	 a	 potential	 part	 of	 complex	 III	 and	no	 cytochrome	 c	 gene.	
Hence,	 it	 is	unknown	whether	the	latter	might	be	a	remnant	of	genomic	reduction	and	





The	 ratio	 of	 sequence	 reads	 that	 can	 be	 referred	 to	 B_DKE,	 A_DKE	 and	 C_DKE	 is	
1:0.5:0.27.	 Hence,	 all	 three	 archaea	 considerably	 contribute	 to	 the	 overall	
metatranscriptome	of	the	study.	The	high	content	of	RNA	sequences	that	can	be	referred	
to	A_DKE	 is	 surprising	because	all	previous	studies	on	ARMAN	revealed	a	 remarkably	
small	 number	 of	 ribosomes	 and	 because	—	 as	will	 be	 shown	 later	—	 the	 number	 of	





which	 hampers	 the	 prediction	 of	 potential	metabolic	 reactions	 that	 sustain	 growth	 of	
the	organism.	Nevertheless,	the	data	suggests	that	at	least	glutamate	could	be	a	carbon	
and	 energy	 source	 for	 the	 organism.	 The	 glutamate	 dehydrogenase	 gene	 (gdh)	 is	
relatively	 high	 expressed	 (Figure	 5).	 The	 corresponding	 enzyme	 catalyzes	 the	












(GAPN)	 that	 is	 involved	 in	 the	 semi‐phosphorylated	variant	of	 the	pathway	and	 could	
not	 be	detected	 in	 other	members	of	 the	Thermoplasmatales(Bräsen	et	al.,	 2014).	 The	
C_DKE	and	B_DKE	also	express	the	complete	set	of	genes	necessary	for	gluconeogenesis	
and	 the	 pentose	 phosphate	 pathway.	 Furthermore,	 all	 detected	 genes	 encoding	 for	
electron	transfer	processes	are	highly	expressed.	
	
An	 analysis	 of	 the	20	most	highly	 expressed	 genes	 (Supplementary	Table	 S8)	 showed	
that	 both	 Thermoplasmatales	 species	 have	 high	 expression	 rates	 for	 oxidative	 stress	
proteins	 as	 well	 as	 proteins	 linked	 to	 electron	 transport	 process.	 Glutamate	
dehydrogenase	 and	 2‐oxoacid	 ferredoxin	 oxidoreductase	 are	 also	 highly	 expressed	 in	
C_DKE.	The	detected	high	expression	rates	for	oxidative	stress	proteins	could	be	due	to	
the	 presence	 of	 trace	 amounts	 of	 oxygen	 during	 the	 cultivation,	 which	 would	 also	
indicate	 that	 oxygen	 could	 be	 a	 potential	 electron	 acceptor	 for	 the	 organisms.	 Hence,	
growth	 experiments	were	 conducted	within	 a	 glove	 box	 containing	 a	 95%	N2/5%	H2	
atmosphere.	If	it	all,	we	saw	slower	growth	of	the	fungus	within	the	enrichment	culture.	






The	 fungus	 was	 isolated	 from	 these	 cultures	 using	 a	 solidified	medium	 described	 by	
Baker	 et	al.	 (2004)(Baker	 et	al.,	 2004).	 Fungal	 colonies	 on	 these	 plates	were	 used	 for	
phylogenetic	 analysis	 using	 a	 primer	 set	 for	 ITS	 amplification.	 The	 phylogenetic	










The	 dynamics	 and	 interactions	 within	 the	 enrichment	 cultures	 were	 analyzed	 via	
timeline	 experiments.	 Hence,	 triplicate	 cultures	 were	 analyzed	 over	 eleven	 weeks	 of	
growth.	 The	 cultures	were	 fixed	 for	 CARD‐FISH	 analyses	 twice	weekly,	 and	 DNA	was	
isolated	 for	 qPCR‐based	 quantitative	 community	 analyses	 once	 a	 week.	 Furthermore,	
samples	were	taken	for	measurements	of	ferric	iron	reduction	as	well	as	control	of	the	
pH	 values	 every	 week.	 Of	 note,	 as	 was	 emphasized	 before,	 we	 do	 not	 have	 genetic	
information	regarding	the	fungus	so	far.	Therefore,	we	could	not	conclude	with	certainty	
from	 gene	 to	 cell	 quantities.	 Hence,	 the	 qPCR	 analysis	 was	 conducted	 only	 with	 the	
archaeal	members	of	the	consortium.		
Analysis	of	the	qPCR	and	CARD‐FISH	data	revealed	a	rather	similar	growth	behavior	of	
A_DKE	 as	 well	 as	 B_DKE	 and	 C_DKE	 (Figure	 6).	 In	 the	 lag	 phase,	 the	 cell	 numbers	
increased	continuously	with	a	slightly	higher	amount	of	A_DKE	cells	compared	to	that	of	
B_DKE	and	C_DKE.	By	week	six,	all	organisms	seemed	to	enter	 the	 logarithmic	growth	
phase.	 From	 this	 point	 on,	 B_DKE	 and	 C_DKE	 began	 to	 dominate	 the	 cultures.	 The	
highest	cell	concentrations	were	reached	in	week	eight.	Thereafter,	a	rapid	decrease	in	
cell	numbers	was	detected.	The	CARD‐FISH	pictures	also	highlight	that	A_DKE	cells	are	





sugar	 for	 A_DKE.	We	 emphasized	 in	 the	 previous	 section	 that	 some	 cultures	 showed	
faster	 growth	 during	 the	 conducted	 transfers	 and	 that	 these	 cultures	were	 composed	
only	of	B_DKE	and	the	fungus.	These	cultures	do	not	show	growth	in	the	form	of	flocks	
but	 rather	 are	 uniform	 planktonic	 cells.	 Hence,	 the	 change	 in	 the	 growth	 phenotype	
might	 be	 the	 reason	 for	 decreasing	 A_DKE	 cell	 numbers.	 Supplementary	 Figure	 S3	
displays	the	difference	between	the	two	growth	phenotypes	of	B_DKE.	
	
Interestingly,	 the	 ferrous	 iron	 concentrations	 as	 well	 as	 the	 measured	 pH	 values	
correlate	with	the	growth	curve	data	(Figure	6).	Until	week	six,	only	a	slightly	increased	
content	of	ferrous	iron	could	be	measured,	and	the	pH	values	remained	constant.	From	






We	 established	 a	 highly	 enriched	 consortium	 consisting	 of	 two	 acidophilic	
Thermoplasmatales	 species,	 an	 ARMAN,	 and	 a	 fungus.	 Of	 note,	 this	 is	 the	 only	 stable	
enrichment	culture	described	so	far	containing	ARMAN	organisms.	During	the	course	of	





all	 enzymes	 necessary	 for	 glycolysis/glyconeogenesis	 and	 the	 pentose	 phosphate	
pathway.	 Moreover,	 we	 could	 not	 find	 evidence	 for	 gluconeogenesis	 and	 the	
pentosephosphate	 pathway,	 suggesting	 a	 dependency	 on	 synthesis	 of	 hexose	 and	
pentose	 sugars	 by	 other	 community	 members.	 This	 dependency	 seems	 to	 be	
corroborated	by	 the	 identification	of	ARMAN	cells	within	biofilm	 flocks	 that	are	 likely	
built	primarily	by	B_DKE.	The	colocalization	of	the	cells	might	simplify	access	to	suitable	
carbohydrates	 for	 the	 ARMAN.	 At	 least	 B_DKE	 seem	 to	 thrive	 using	 a	 respiratory	
metabolism	with	ferric	iron	as	electron	acceptor.	Very	recently,	the	sequence	of	another	
ARMAN‐1	genome	was	published(Burstein	et	al.,	 2017).	 It	will	 be	 interesting	 to	 study	
differences	 in	 the	 genomes	 obtained	 from	 the	 US	 and	 German	 field	 sites	 in	 future	
studies.			
We	tried	to	exclude	oxygen	from	the	growth	medium	and	measurements	of	the	oxygen	
content	 of	 the	 cultures	 by	 an	 optode	 suggest	 an	 anaerobic	 lifestyle.	Moreover,	 similar	
growth	 of	 the	 archaea	 was	 also	 observed	 in	 an	 anoxic	 glove	 box.	 The	 reatively	 high	




RNA	sampling.	 In	 future	experiments,	we	will	combine	heat	 inactivated	B_DKE/fungus	
extracts	with	 filtration	based	selection	 for	pure	ARMAN	cultures.	Nevertheless,	B_DKE	







Enrichment	 cultures	 of	 Thermoplasma	 spp.	 and	 ARMAN‐1	 originate	 from	 acidophilic	
stalactite‐like	 biofilms	 of	 the	 former	 pyrite‐mine	 “Drei	 Kronen	 und	 Ehrt”	 in	 the	 Harz	







chloramphenicol	 and	 2	 µg	ml‐1	 vancomycin.	 The	 headspace	was	 flushed	with	 an	 80%	
H2/CO2	20%	gas	mixture.	 Cultures	were	 inoculated	with	10%	of	 a	 growing	 co‐culture	
and	 incubated	 at	 22°C.	 Escherichia	 coli	 cells	 were	 routinely	 cultured	 in	 LB	 medium	
supplemented	 with	 40	 µg	 ml‐1	 kanamycin	 or	 100	 µg	 ml‐1	 ampicillin,	 if	 necessary.	
Isolation	of	a	 fungus	was	conducted	with	a	medium	based	on	the	study	by	Baker	et	al.	
(2004)(Baker	et	al.,	2004).	The	pH	of	the	medium	was	adjusted	to	2	using	0.5	M	H2SO4	




Samples	 were	 fixed	 for	 1	 h	 in	 4%	 paraformaldehyde,	 washed	 twice	 in	 phosphate‐
buffered	 saline	 (PBS)	 and	 stored	 at	 ‐20°C	 in	 50:50	 PBS/ethanol.	 The	 fixed	 cells	were	
hybridized	and	amplified	as	described	previously	(Pernthaler	et	al.,	2004;	Ziegler	et	al.,	











Ferric	 iron	 reduction	 was	 determined	 by	 quantification	 of	 the	 ferrous	 iron	 content	





For	taxonomic	classification,	 the	 internal	 transcribed	spacer	(ITS)	region	primers	 ITS1	







for	 the	23S	 rRNA	gene	of	ARMAN‐1	 and	 the	23S	 rRNA	of	 the	 two	Thermoplasma	 spp.	





hamper	 quantitative	 analysis.	 Thus,	 the	 normalized	 per‐sample	 coverage	 of	 all	 genes	
was	compared	to	the	23S	rRNA	gene	coverage.	The	latter	was	always	below	the	overall	












Metagenomic	 DNA	 from	 two	 analogous	 enrichment	 cultures	 was	 used	 for	 Illumina‐














































































































































































Figure	 1:	 Phylogenetic	 tree	 of	 16S	 rRNA	 gene	 sequences	 of	 all	 archaea	 found	 in	 the	
enrichment	 culture	 and	 related	 organisms.	 A	 data	 set	 based	 on	 the	muscle	 alignment	
was	used	for	tree	building	via	the	neighbor	joining	method.	The	bootstrap	values	were	
calculated	 from	 1000	 replicates,	 whereas	 values	 >50	 are	 shown.	 The	 16S	 rRNA	 gene	
sequence	of	ARMAN‐1	was	excluded,	because	it	is	incomplete	and	much	shorter	than	all	
other	 published	 16S	 rRNA	 gene	 sequences.	 An	 alignment	 with	 A_DKE	 shows	 a	 99%	
identity.	
	
Figure	 2:	 a)	 Total	 number	 of	 orthoMCL	 families	 found	 in	 indicated	 genomes.	 b)	
Functional	 enrichment	 analysis	 of	 orthologous	 genes.	 The	 heat	 map	 depicts	 the	
percentage	of	 orthoMCL	groups	of	 each	 genome	assigned	 to	 each	 indicated	 functional	
category.	Stars	indicate	FDR	corrected	significance	levels	for	difference	in	the	number	of	
orthoMCL	 families	 between	 the	 four	 ARMAN	 and	 eight	 Thermoplasmatales	 genomes	
(one	 star	 for	 value	 below	 ‘0.05’,	 two	 for	 ‘0.01’	 and	 three	 for	 ‘0.001’.	 c)	Heat	map	 and	
hierarchical	 clustering	 dendrogram	 depicting	 the	 percentage	 of	 gene	 families	 shared	






blue,	 lower	 values	 are	 colored	 green).	 (2)	 ORF	 density	 (annotated	 and	 hypothetical)	




to	 KEGG	 terms	 in	 this	 order:	 beta‐Oxidation	 (yellow),	 Oxidative	 phosphorylation	
(green),	Entner‐Doudoroff	pathway	(pink),	pentose	phosphate	pathway	(purple),	citric	
acid	 cycle	 (orange),	 glycolysis/gluconeogenesis	 (blue).	Lines	within	 the	 inner	 segment	
indicate	significant	similarity	between	ORFs	of	the	individual	genomes	and	are	colored	
according	to	KEGG	terms	if	they	fully	overlap	these.	Contig	sizes	are	visualized	in	Mb.	b)	
Bar	 plot	 showing	 the	 over‐abundance	 of	 functions	 based	 on	 de	 novo	 inferred	 gene	
families	based	on	orthoMCL	analysis	of	three	ARMAN	genomes	and	the	A_DKE	genome.	
Length	of	 the	bars	corresponds	 to	 the	mean	difference	 in	 the	 fraction	of	gene	 families	
annotated	 with	 indicated	 functional	 group.	 Lines	 show	 the	 difference	 to	 the	 ARMAN	
genomes	with	the	minimal	and	the	maximal	fraction.	Only	functional	groups	are	shown	




Figure 4: a)	 Genome	 comparison	 of	 C.	divulgatum	 S5,	 A_DKE,	 C_DKE	 and	 T.	acidicola	
generated	with	Donut	 (unpublished).	 From	outer	 track	 to	 inner	 track:	 (1)	 GC	 content	
(higher	 values	 colored	 in	 blue,	 lower	 values	 are	 colored	 green).	 (2)	 ORF	 density	
(annotated	and	hypothetical)	within	 a	 sliding	window	over	 the	 genomes	visualized	 in	
black.	 ORF	 density	 of	 hypothetical	 ORFs	 visualized	 in	 red	 based	 on	 a	 sliding	window	
approach.	(3‐8)	Matches	to	KEGG	terms	in	this	order	beta‐Oxidation	(yellow),	Oxidative	
phosphorylation	 (green),	 Entner	 Doudoroff	 	 pathway	 (pink),	 Pentose	 phosphate	
pathway	 (purple),	 Citric	 acid	 cycle	 (orange),	 Glycolysis/Gluconeogenesis	 (blue).	 Lines	
within	the	inner	segment	indicate	significant	similarity	between	ORFs	between	genomes	




to	 indicated	 functional	 categories	 in	 C_DKE	 compared	 to	 B_DKE.	 Of	 these,	
phosphotransferase	 system	 is	 uniquely	 present	 in	 C_DKE	 compared	 to	 B_DKE.	 Only	
functional	groups	are	shown	that	differ	 in	more	than	0.2%	or	less	than	‐0.2%.	c)	Venn	
diagram	of	 gene	 families	 shared	 between	 indicated	 genomes.	 Gene	 families	 related	 to	
pathogenicity	factors	were	not	included	in	this	overview. 
Figure	 5:	 Postulated	 metabolism	 of	 all	 three	 archaea	 of	 the	 enrichment	 culture.	
Intermediates	 and	 catalyzing	 enzymes	 are	 indicated.	 The	 expression	 levels	 of	 the	
corresponding	genes	are	listed.	Blue	numbers	indicate	RPKM‐values	of	A_DKE,	while	red	
and	green	numbers	refer	to	B_DKE	and	C_DKE	expression,	respectively.	Abbreviations:	
PGM:	 phosphomannomutase/phosphoglucomutase,	 PGI:	 glucose/mannose‐6‐phosphate 
isomerase,  FBP:  fructose  1,6‐bisphosphate  aldolase/phosphatase,  TPI:  triosephosphate 
isomerase,  GAPDH:  glyceraldehyde‐3‐phosphate	 dehydrogenase	 (NAD(P)),	 PGK:	
phosphoglycerate	 kinase,	 PGAM:	 2,3‐bisphosphoglycerate‐independent phosphoglycerate 
mutase,  ENO:  enolase,  PEPCK:  phosphoenolpyruvate	 carboxykinase	 (GTP),	 PPDK:	
pyruvate,  orthophosphate  dikinase;  GDH: glucose/galactose	 1‐dehydrogenase	 (NADP+), 
GAD:  gluconate/galactonate	 dehydratase,	 KD(P)GA:	 2‐dehydro‐3‐deoxy‐D‐gluconate/2‐
dehydro‐3‐deoxy‐phosphogluconate  aldolase,  GADH:  D‐glyceraldehyde  dehydrogenase, 
GAPN: glyceraldehyde‐3‐phosphate	dehydrogenase	[NAD(P)+],	2PGK:	glycerate 2‐kinase, 
PK:  pyruvate  kinase,  PDH:  pyruvate  dehydrogenase;  CS:  citrate  synthase,  ACO:  aconitase, 
IDH:  isocitrate  dehydrogenase,  SCS:  succinyl‐CoA	 synthetase,	 SDH/FUMR:	 succinate	
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